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1. Resumen

El virus HTLV-I (Virus Linfotrépico humano Tipo |) es el agente etioldgico de dos patologias
principales, la Mielopatia asociada al HTLV-I/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP), una
axonopatia neurodegenerativa, donde existe falla en el transporte axonal y la Leucemia de
células T del adulto (ATL). No se ha detectado infeccién por HTLV-l en neuronas,
desconociéndose el mecanismo por medio del cual se produce la neurodegeneracion en
HAM/TSP. Puesto que el reservorio principal del virus son los linfocitos T CD4+, algunos
productos virales secretados por estos linfocitos infectados infiltrados en el sistema nervioso
central, podrian afectar vias de transduccidn de sefiales relacionadas con la reorganizacion de
citoesqueletos y transporte axonal, produciendo el dafio axonal de distal a proximal observado
en pacientes HAM/TSP.

Los productos secretados por células MT2 (linfocitos infectados con HTLV-l) provocan
retraccién en células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas y disminuyen la velocidad de
crecimiento neuritico en células PC12 durante su diferenciacién a tipo neuronal. Entre las
proteinas virales secretadas, se encuentra Tax, la disminucién de la velocidad de crecimiento
neuritico en células PC12, podria estar mediada por esta proteina viral a través de la via
transduccional que involucra a semaforinas y sus receptores Plexinas. Como un ejemplo, en el
caso de Sema3A-Plexin A, un aumento de la actividad de Cdk5 causa hiperfosforilacion de Tauy
CRMP-2. El fallo en el transporte axoplasmico, podria explicarse por una desregulacién de la
fosforilacién de las subunidades de los motores moleculares kinesina KIF5 y dineina
citoplasmatica Dync en este escenario.

En este trabajo, se propuso estudiar el efecto de los productos secretados desde linfocitos
infectados que incluyen Tax sobre el proceso de diferenciacion neuronal. Para esto, se utilizé la
linea celular de feocromocitoma de rata, células PC12 diferenciables a tipo neuronal por accién
de NGF. La Hipdtesis planteada es la siguiente: “La exposicién a productos secretados de
linfocitos infectados por HTLV-I provoca un aumento en el estado de fosforilacion de proteinas

motoras en modelo neuronal de células PC12”.



El primer objetivo desarrollado, fue determinar si Tax es uno de los productos virales
secretados desde medio de cultivo de células MT-2 responsable del efecto de retardo de
crecimiento neuritico de PC12. La adicién al cultivo celular de anticuerpos monoclonales anti-
Tax mostré que se bloqued este efecto de retardo de crecimiento, lo que apunta a que este

efecto se debe a la accidén de Tax presente en el medio de secrecién de las células MT-2.

El segundo objetivo, contempld estandarizar protocolos de inmunodeteccidn selectivos
para determinar las subunidades asociadas al control de funcionalidad de kinesina KIF5 vy
dineina citoplasmatica en células PC12. Los andlisis por Western blot mostraron que las
cantidades de las subunidades de kinesina KIF5 (cadena pesada y liviana) y dineina
citoplasmdtica (cadena intermedia) presentes en las células PC12, no varian durante el periodo

de diferenciacion estudiado. Esto significa, que Tax no estaria alterando su expresion proteica.

El tercer objetivo planteado fue comparar el grado de fosforilacién de las subunidades de
proteinas motoras en células expuestas a productos secretados desde células MT-2 con la
condicidn control con medio de cultivo de la linea celular K562. Al no disponer de anticuerpos
contra las formas fosforiladas de estas proteinas motoras, se procedio a separarlas mediante la
técnica de electroforesis de geles en dos dimensiones. Este objetivo requirié inicialmente
estandarizar esta técnica y luego se emplearon las muestras de lisados de PC12 provenientes
del tercer dia de diferenciacidén que habian sido sometidas al medio condicionado MT-2 y al de
K562. Estos analisis no mostraron diferencias significativas en las migraciones electroforéticas,
gue podrian dar cuenta de cambios del estado de fosforilacion de estas subunidades motoras.

No obstante, estos resultados no se puede descartar que existan diferencias en el grado de
fosforilacién de las subunidades de estos motores moleculares, puesto que las diferencias en el
grado de fosforilacién pueden ser muy menores para ser observadas como cambios en la
migracion electroforética. Se debiera usar un método inmunoldgico mas sensible empleando

anticuerpos que reconozcan fosforilaciones determinadas estas proteinas.



1.1 Abstract

Effect of secretable proteins from HTLV-I infected lymphocytes on phosphorylation of motor
proteins in PC12 cells as a model of neuronal culture

HTLV-I virus (Human T-cell lymphotropic virus type 1) is the etiologic agent of two main
pathologies, the Myelopathy associated to HTLV-I/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP), a
neurodegenerative axonopathy with impairment of axonal transport, and the Leukemia of adult
T-cells (ATL). No infection in neurons has been detected, being unknown the mechanisms of
the neurodegeneration in HAM/TSP. Lymphocytes T-CD4" represent the main reservoir of the
virus. Therefore, some secreted products from these infected lymphocytes infiltrated into the
central nervous system could produce alteration of signal transduction pathways related with
cytoskeletons and axonal transport, thus accounting for the distal to proximal axonal damage
observed in HAM/TSP patients.

Secreted products from MT-2 cells (HTLV-l infected lymphopcytes cell line) produce
retraction in differentiated neuroblastoma SH-SY5Y cells and reduced the rate of neurite
growing during PC12 cell differentiation to neuronal type. Among the viral secretable proteins is
Tax, hence, the reduction of PC12 neurite growing could be mediated by this viral protein
through transduction signalings that involves semaphorins and their receptor Plexins. As an
example, in the case of Sema3A-Plexin A, an increase in Cdk5 activity causes Tau and CRMP-2
hyperphoshorylations. The failure of axonal transport could be explained by deregulation of
phosphorylation of molecular motor subunits kinesin KIF5 and cytoplasmatic dynein Dync.

In this work it was proposed to study the effect of secreted products, including Tax, from
infected lymphocytes on the neuronal differentiation process. We employed the rat
pheochromocytoma cell line, PC12 cells during NGF-differentiation to neuronal type. The
Hypothesis stated expresses that: “Exposure to secreted products from HTLV-l infected
lymphocytes causes an increase in the phosphorylation state of motor proteins in a neuronal
model of PC12 cells”

The first goal developed was to determine if Tax was one of the viral secreted products to
the culture medium of MT-2 cell line responsible of retardation of PC12 neurite growing.

Addition to the cell culture monoclonal antibodies anti-Tax blocked the effect on retardation
3



rate of neurite growing, this pointed to the action of Tax present in the secretion medium of

MT-2 cells.

The second goal consisted in the standardization of selective protocols for
immunodetection of subunits associated with the functional control of kinesin KIF5 and
cytoplasmic dynein present in PC12 cells. Western blots analyses showed that levels of kinesin
KiF5 (heavy and light chains) and cytoplasmic dynein (intermediate chain) present in PC12 cells
did not change during the followed period of differentiation. This result suggests that their
protein expression is not altered by Tax.

The third goal included the comparison of phosphorylation levels of the subunits of the
motor proteins exposed to MT-2 cell secreted products with the control condition with K562
cell line medium. Due to non-availability of the antibodies against phosphorylated forms of
motor proteins, we separated them by two-dimensional gel electrophoresis. This goal initially
required the standardization of the technique, and then PC12 lysates obtained at third day of
differentiation in the presence of either MT-2 or K562 cell culture medium were used. These
analyses did not show significant differences in the electrophoresis migrations of KiF5 and
dynein that could account for changes in the phosphorylation levels of these subunits of motor

proteins.

In spite of our results, it cannot be discarded the existence of differences in the
phosphorylation degree of the molecular motor subunits because the differences in the
phosphorylation degree could be minors and undistinguishable by electrophoretic migration
changes. Thereby, it should be used more sensitive immunological methods employing

antibodies capable of distinguish motor proteins phosphorylations.



2. Introduccion

2.1. Enfermedades asociadas al virus HTLV-I.

El virus de la leucemia humana de células T tipo 1 (HTLV-l, Human T cell leukemia virus
type 1) fue el primer retrovirus identificado como agente etioldgico de cancer en humanos
(Gallo, 2011). Este virus, ademas de ser responsable de la leucemia de células T en adulto (ATL),
es responsable de otras patologias como la Mielopatia Asociada al HTLV-I/Paraparesia Espastica
Tropical (HAM/TSP) (Gessain y cols, 1992; Cartier y cols, 1997), al igual que a otras de tipo
inflamatorias como dermatitis, uveitis, artritis, polimiositis y sindrome de Sjégren (Eguchi y cols,
1992; Araya y cols, 2011).

Se estima que entre 15 a 40 millones de personas se encuentran infectadas en el mundo,
siendo un virus endémico en paises como Japdn, algunas regiones de Africa y el Caribe, Medio
Oriente y en América Central y del Sur (Proietti y cols, 2005, Lairmore y cols, 2011). En Chile, la
seroprevalencia del virus alcanza el 0,5% (Cartier y cols, 2007). De ésta, los individuos
infectados que desarrollan el HAM/TSP corresponden a un 0,25-3% (Cartier y cols, 1992, 1997).
Destaca la alta prevalencia de infeccidn que existe en pueblos originarios chilenos que alcanza

entre el 1y 6,5% (Cartier y cols, 1993; Vasquez, 2003; Verdonck y cols, 2007).

La paraparesia espastica tropical, se caracteriza por ser una enfermedad de progresién
lenta y crdnica, causando degeneracion y desmielinizacion de las neuronas motoras corticales
(haces corticales), que hacen sinapsis a nivel de la medula dorso-lumbar. Los pacientes
presentan espasticidad en los musculos proximales de las extremidades inferiores (Buczynski y
cols, 2001; Zaninovic, 2001, Kettlun y cols, 2003), conservando movilidad de manos y brazos, lo
que implica un patrén distal en el compromiso axonal, presentando ademas hiperreflexia y
debilidad muscular. Los estudios histoldgicos revelan lesiones relativamente simétricas en el
haz piramidal con pérdida de axones y mielina sin compromiso del soma neuronal, volviéndose
aun mayor en las regiones dorsales y lumbares. El signo de Babinski y vejiga neurogénica entre
otros, también son caracteristicos de esta enfermedad (Cartier y cols, 1999; Godoy y cols,

1995).



2.2, Caracteristicas del retrovirus HTLV-I.

El genoma del HTLV-I (Fig 1), al igual que la gran parte de los retrovirus, posee regiones
gendmicas conocidas como gag, pol y env y secuencias terminales repetidas largas (LTRs) (Gallo
y cols, 2005; Rafatpanah y cols, 2006). La particularidad de este virus es que posee una regién
adicional llamada pX. Gag codifica para proteinas core p19y p21, pol para una DNA polimerasa
dependiente de RNA y env para una glicoproteina transmembrana gp21 y una envoltura
externa gp46. La zona pX codifica para las proteinas Tax, Ref, Tof, Rof y posiblemente otras que
son producto del procesamiento alternativo del mRNA (Rafatpanah y cols, 2006). Este virus
infecta principalmente linfocitos del tipo T CD4+ y en menor grado linfocitos T CD8+ aunque, se
ha demostrado in vitro que también puede infectar linfocitos B, macréfagos y astrocitos
(Franchini y cols, 1995; Méndez y cols, 1997). Para este proceso, se requiere del contacto
célula-célula, facilitado por la interaccidén con dos glicoproteinas de superficie viral ubicadas en
la membrana plasmatica de las células infectadas: la proteina de envoltura gp46 y la proteina
transmembrana gp21. Estas glicoproteinas median la formacién de una sinapsis viroldgica entre
linfocitos infectados y linfocitos libres del virus (Derse y Heidecker, 2003; Igakura y cols, 2003;
Pais-Correia y cols, 2010).

El mecanismo de entrada del virus desde una célula infectada a otra no infectada aun es
incierto, pero se ha demostrado que el virus se transmite por medio del contacto célula-célula
(entre linfocitos T), seguido de la transferencia del genoma viral a la célula receptora. Se
considera ademas, que el aporte de viriones es minimo, ya que la produccién de estos por los
linfocitos infectados es bajisima, y de estos solo una millonésima parte llega a ser infectivo
(Igakura y cols, 2003). Posteriormente, la amplificaciéon de la infeccién se produce por

expansion clonal de las células infectadas (Van Doren y cols, 2004; Tanaka y cols, 2005).
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Figura 1. Genoma del retrovirus HTLV-I inserto en linfocitos T infectados en humano. El genoma del
HTLV-l contiene genes comunes de los retrovirus (gag, pol, pro y env) que codifican proteinas
estructurales y enzimaticas. Ademas poseen una regiéon pX exclusiva de este virus que codifica
principalmente las proteinas regulatorias Tax y Rex (rojo) (Modificado de Boxus y col., 2009).

2.3. Proteina viral Tax.

Tax corresponde a una fosfoproteina de 40 kDa, responsable de la activacién de las
secuencias LTRs virales y de la modulacién de la transcripcidon de genes celulares que codifican
para diversas interleuquinas y sus receptores (Mogensen y Paludan, 2001; Chiari y cols, 2004;
Durkin y cols, 2006). Esta proteina, se encuentra asociada también con el aumento de la
expresion de factores de transcripcidn y de proteo-oncogenes y con la represidn de la expresidn
de genes que participan en la reparacién del DNA y apoptosis, generando un ambiente propicio
para la transformacién de células T (Barmak y cols, 2003; Marriott y Semmes, 2005). Tax se
encuentra localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células infectadas y es
capaz de ser transportada entre estos dos compartimentos (Kashanchi y Brady, 2005; Kfoury y

cols, 2012). Esto se debe en parte a la presencia de una sefial de exportacién nuclear rica en



leucina (NES) y una sefial de localizacion nuclear (NLS) en la zona amino terminal (Chiari y cols,
2004; Jain y cols, 2007).

Se han descrito varios tipos de modificaciones postraduccionales para esta proteina viral,
ademas de la fosforilacion que se relaciona directamente con la activacién de vias de
sefalizacion CREB y NF-kB. Se ha observado acetilacion de residuos aminoacidicos necesaria
para la activacion de esta ultima via, asi como ubiquitinacién y sumoilacién (Peloponese y cols,
2004; Wycuff y Marriot, 2005; Journo y cols, 2009; Bidoia, 2012). Tax ubiquitinada se encuentra
involucrada en la regulacidn de la actividad del proteosoma y de la via de sefalizacién de NF-kB.
Por otro lado, se sabe que la sumoilaciéon de Tax se encuentra relacionada con su localizacién
intracelular, puesto que se presenta modificada de esta manera exclusivamente en el nucleo

(Peloponese y cols, 2004).

La presencia de Tax secretada al plasma y su existencia en el LCR de pacientes con
HAM/TSP (Cartier y Ramirez, 2005; Godoy, 2011) sumado a la presencia de anticuerpos contra
Tax en la mayoria de los pacientes infectados con HTLV-l, demuestra que Tax secretada estd
disponible para el reconocimiento y accion del sistema inmune y posiblemente para mediar
efectos extracelulares deletéreos sobre otros tipos celulares no infectados. Ademas, se ha

demostrado la secrecion de Tax en células transfectadas con el gen Tax (Alefantis y cols, 2005).

En el afio 2003, Ramirez y cols llevaron a cabo un estudio en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con paraparesia espastica progresiva, encontrando la presencia
de un provirus HTLV-l deficiente en algunos pacientes seronegativos, esto debido a la
amplificacion de productos génicos de Tax y env/Tax, lo que sugiere un rol patogénico del
mismo. Estos resultados hacen pensar que esta proteina viral podria ser, al menos en parte,
responsable del dafio observado en el SNC (sistema nervioso central) en los haces

corticoespinales.

2.4. Transporte axoplasmico.

Las neuronas son células altamente polarizadas con dos dominios molecular y

funcionalmente distintos, el axén y las dendritas junto con el soma (Conde y Caceres, 2009). Las
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dendritas son principalmente cortas y se encuentran en gran numero en una sola célula
nerviosa, las cuales estan especializadas en recibir sefiales neuroquimicas. El axdn por su parte
tiene una estructura delgada y frecuentemente muy extensa por donde se transmiten las
sefales generadas desde el soma. La gran mayoria de las proteinas y precursores necesarios
para los procesos axonales, se sintetizan en el soma cerca del nucleo y deben ser transportados
a lo largo del axdn hasta el cono axonal/neuritico, que en el caso de los haces cérticoespinales
corresponden a motoneuronas de mas de un metro (Duncan y Goldstein, 2006; Hirokawa y
cols, 2010). A su vez, el transporte retrégrado se requiere para el ingreso de sefales fisioldgicas

desde el exterior al nucleo.

Un numero importante de desérdenes neurodegenerativos presentan defectos en genes
que codifican para proteinas involucradas de manera directa en el transporte axonal. Una
caracteristica de enfermedades donde existe dafio axonal y desmielinizacion es la acumulacion
de la proteina precursora del amiloide (APP, amyloid precursor protein) lo que se ha descrito
como marcador de falla en el transporte anterégrado, debido a que es transportada desde el
soma hacia las regiones distales del axén por kinesinas (Coleman, 2005; De Vos y cols, 2008;
Tang y cols, 2009). La acumulacion de esta proteina en cortes histoldgicos de pacientes de
HAM/TSP apoya la existencia de una falla en el transporte, como parte de la patogenia de esta
enfermedad (Cartier y cols, 1997). La HAM/TSP presenta semejanzas clinicas e histoldgicas con
la Paraparesia Espdstica Familiares o Hereditaria (Evans y cols, 2006; Park y cols, 2010;
Blackstone, 2012), en las cuales su origen se asocia a mutaciones en distintas proteinas que
perturban el transporte axoplasmico, sugiriendo también una patogenia de esta indole en

pacientes HAM/TSP.

En el transporte axoplasmico (Fig 2) se encuentran involucrados los motores moleculares
asociados a sus rieles o citoesqueleto de microtubulos, encontrandose entre los motores al
menos tres superfamilias: kinesinas, dineinas y miosinas (Conde y Caceres, 2009; Hirokawa y

cols, 2009 y 2010).
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Figura 2. Representacion esquematica de las proteinas participantes en el transporte axoplasmatico.
Esquema representativo de los diferentes motores moleculares (kinesinas, dineina) presentes en las
células del SNC, encargadas del transporte de cargos (vesiculas, receptores, organelos, entre otros) a lo
largo del axdn y las dendritas. (Modificado de Hirokawa y cols, 2010).

Vesicula

2.5. Caracteristicas, regulacion y alteraciones de kinesinas.

Las kinesinas comprenden 15 familias, de entre ellas, la familia kinesina-1 (Fig 3)
correspondiente a la primera en ser identificada y la mds abundante en mamiferos (Hirokawa y
cols, 2008) de la cual se conocen 3 subtipos: Kinesina 5A (KIF5A), Kinesina 5B (KIF5B) y Kinesina
5C (KIF5C). Mientras que KIF5B es expresada de forma ubicua, KIF5B y KIF5C son neurona-

especificos.

Dentro de la célula, el 50% de las proteinas KIF5 presentes se encuentran formando
tetrameros, al unirse un homo o hetero-dimero de cadena pesada de kinesina (KHC) y un

homodimero de cadena liviana de kinesina (KLC), ya sea en esta conformaciéon o en una
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conformacion libre de KLCs (Gyoeva y cols, 2004). KIFs pueden unir cargos que transportan
elementos hacia el axdn y botdn sinaptico, asi como organelos de manera anterdgrada y en
menor medida de manera retrégrada. Estas proteinas presentan un dominio motor el cual
utiliza energia quimica (ATP) que provoca cambios conformacionales que generan fuerza motriz
al unirse a microtubulos y un dominio de cola que une cargos (Khodjakov y cols, 1998; Gyoeva y

cols, 2004).

En ausencia de cargos, la actividad de las kinesinas debe estar fuertemente controlada
para evitar el uso futil de energia. Hay estudios recientes que han mostrado que estas proteinas
pueden adoptar conformaciones extendidas (funcionales) y compactas, plegadas (inactivas),
donde el dominio de cola se une al dominio motor impidiendo la hidrdlisis de ATP y la unién a
microtubulos (Kirchner y cols, 1999; Conde y Caceres, 2009). Por otra parte, se ha introducido
el concepto de que la fosforilacidn de las proteinas motoras seria otro mecanismo de control de
trafico (Lee y Hollenbeck, 1995; Morfini y cols, 2002a). Las kinesinas son fosfoproteinas por lo
gue los estados de esta modificacion pueden regular su funcién de dos maneras, la primera, a
través de la unién vy liberacién de cargos y la segunda, la unién o desunién a microtubulos.

La funcién de KIF5 puede ser modulada por fosforilacion mediada por proteina quinasa A
(PKA) y GSK-3B (Morfini y cols, 2002b). Se ha sugerido, que JNK también puede fosforilar estos
tipos de motores moleculares. Asi como las fosfatasas PP1 y PP2 que pueden regular
desfosforilando (Morfini y cols, 2004). GSK-3B puede provocar fosforilaciones en KIF5 y evitar
su unién a microtubulos, la fosforilacién de la cadena liviana de las kinesinas 5 mediada por
esta quinasa provoca la liberacion de cargos. La cadena pesada posee un dominio motor
(Hirokawa y Noda, 2009) el cual transita entre dos estados: unido a ATP, lo que provoca un
cambio conformacional de la regién de unidén que le permite unirse a protofilamentos en los
microtubulos, y un siguiente estado provocado por la desfosforilacion a ADP vy liberacién de
fosfato al medio, lo que resulta en un estado conformacional con menor afinidad por los
microtubulos. Este motor es altamente procesivo, hidrolizando mas de 100 moléculas de ATP y
traslocando a través del microtibulos sucesivamente antes de separarse completamente,

debido a que las subunidades monoméricas se liberan de los microtubulos después de cada
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ciclo, la dimerizacién es esencial para el movimiento a mayor distancia sobre los microtubulos
(Hancock y Howard, 1998, 1999).

Los estudios en ratas muestran que el knock out de genes kif5 es esencial para el correcto
desarrollo del sistema nervioso (Karle y cols, 2012). Uno de los tipos de mutaciones
encontradas en la Paraplegia Espdstica Hereditaria es una mutacion sin sentido de KIF5A (Reid y

cols, 2002; Fichera y cols, 2004; Blair y cols 2006; Musumeci y cols 2011).

Kinesina 1 Dineina Citoplasmatica

Dinactina
Cola

Tallo

Dominio
Motor

Cadena intermedia

Cadena pesada

Cadena

Pesada

Dominio

Dineina Motor

Figura 3. Esquema de las estructura de Kinesina 1 y Dineina citoplasmatica. Esquema que representa
las estructuras y principales subunidades de la familia de kinesina-1 y dineina citoplasmatica. Se
observan las subunidades cadena pesada y liviana de la kinesina y la cadena intermedia de la dineina
(Modificado de De Vos y cols, 2008).

2.6. Caracteristicas, regulacion y alteraciones de dineinas.

La superfamilia de dineinas comprende dos grupos principales, dineinas citoplasmaticas y
dineinas axonémicas (Hirokawa y cols, 2010). Ambas corresponden a mecano-enzimas que se
mueven a través de los microtubulos por hidrdlisis de ATP. Comparado con la diversidad
existente en la superfamilia de kinesinas, las de dineinas citoplasmaticas (Fig 3) tienen sdlo 2
miembros en la familia de cadenas pesadas, cadena pesada 1 de dineina citoplasmatica
(Dynclhl) y cadena pesada 2 de dineina citoplasmatica (Dync2h1) (Tanaka y cols, 1995). Se
sabe que sdélo Dynclhl se encuentra involucrada en el transporte retrégrado en el axdn, ésta

dineina puede unirse a distintos tipos de cargos ya sea mediante union directa o el
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reclutamiento de formas alternativas de subunidades como cadenas intermedias, ligeras y
complejos con dinactina (Hirokawa y cols, 2010).

El proceso de fosforilacién controla la funcién de dineinas en diversos sistemas moviles
basados en microtubulos de distintos organismos, asi como en estructuras axonémicas (cilios y
flagelos). La implicancia de esta forma de control en las funciones de otras proteinas
encargadas del transporte como las mismas kinesinas permite suponer que la fosforilacion
puede controlar las funciones de las dineinas en neuronas. A través de estudios de fosforilacion
in vivo utilizando P*? (ortofosfato) en el SNC de modelo murino se determiné que todas las
subunidades de la dineina citoplasmatica neuronal se fosforilaban. A su vez la incorporacion de
ATP*? (derivado del P*?) en la subunidad motora de dineinas en zonas distales del axén, se
encontraban menos fosforiladas que aquellas detectadas en tejido nervioso completo, dando
cuenta de la regulacion de la actividad motora de dineinas por medio de fosforilacién (Dillmany
Pfister, 1994). Se ha observado ademas, que estos motores moleculares son desfosforilados por
fosfatasas, especificamente PP2, y la inhibicién de actividad de ésta conlleva una menor
actividad ATPasa de la dineina y la pérdida de la capacidad de unir cargos (Runnegar y cols,

1999).

2.7. Utilizacidon de lineas celulares diferenciables a tipo neuronal como modelos de
estudio de la Paraparesia.

Estudios previos del grupo de Laboratorio en un modelo de células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, muestran una posible desregulacidon en la fosforilacién/desfosforilacion de
componentes involucrados en el remodelado y estabilizacion del citoesqueleto neuritico como
las proteina Tau y CRMP-2 (Collapsin response mediator protein-2) (Maldonado y cols, 2008,
2011; Reyes, 2011). En ambos casos hay una hiperfosforilaciéon en presencia de medio de
cultivo de células MT-2 que corresponden a una linea celular linfocitaria infectada con HTLV-
(Kobayashi y cols, 1984). Tau es la principal proteina asociada a microtubulos, que se distribuye
a lo largo del axén, cuya funcion es promover la polimerizacién y estabilizaciéon de estos a
través de su interaccion con tubulina (Avila y cols, 2004; Liu y cols, 2007). CRMP-2 se distribuye
en la parte distal del axdn en crecimiento regulando el ensamblaje de microtubulos vy
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filamentos de actina, y es una proteina mediadora de la respuesta a la colapsina o semaforina
(Deo y cols, 2004; Fukata y cols, 2002; Brown y cols, 2004; Chae y cols, 2009).

Las funciones de estabilizacion y remodelado del citoesqueleto de microtubulos y de
microfilamentos de actina se encuentran moduladas principalmente por fosforilaciones sitio-
especificas. Es por esto, que la alteracidn de actividades quinasicas y fosfatdsicas se ha asociado
a fosforilaciones anormales de Tau y CRMP-2 en enfermedades neurodegenerativas (Fig 4)
como en el Alzheimer, Esclerosis Multiple, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob. En estas
enfermedades Tau se encuentra hiperfosforilada (Buee y cols, 2000; Liu y Wang, 2009; Hanger y

cols, 2009; Rudrabhatla y Pant, 2011).

- N\ Desestabilizacion
Vesicula |

Tau;:! ;

GSK3j T
cdkS/p35

Figura 4. Regulacion del transporte axoplasmico sus alteraciones. Los microtubulos son estructuras
altamente dindmicas siendo este comportamiento regulado por diversos mecanismos. La desregulacion
de estos mecanismos puede llevar a la pérdida del transporte axonal normal, como es el caso de la
hiperfosforilacion de tau mediada por GSK3B y cdk5 que lleva a una desestabilizacion de estos
(Modificado de De Vos y cols, 2008).

En muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con HAM/TSP y en células SH-SY5Y
diferenciadas a tipo neuronal expuestas a productos virales del HTLV-l (medio de cultivo de
células MT-2), donde hay retraccién neuritica, se ha encontrado un aumento en la fosforilacién
de Tau en el residuo de T** y CRMP-2 en el residuo de $*22 (Maldonado y cols; 2008, 2011).
Estos resultados sugieren un aumento en la actividad de la Cdk5 presente mayoritariamente en
el sistema nervioso que al aumentar las fosforilaciones anémalas puede producir retraccion o
alterar el crecimiento neuritico de células neuronales. En células SH-SY5Y se encontré

efectivamente que la retraccién neuritica, se asociaba a un aumento en la actividad de esta
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enzima (Maldonado y cols, 2011). Por otra parte, en el Laboratorio se han realizado estudios
con células PC12, donde se observé que los productos virales del HTLV-lI producen una
disminucién de la diferenciacién a tipo neuronal, reduciendo la velocidad del crecimiento
neuritico. Se encontré también una mayor fosforilacion de CRMP-2 en s> (Pando, 2010;

Reyes, 2011).

El proceso de desarrollo y crecimiento axonal esta controlado por sefiales extracelulares
tanto positivas como negativas. Las familias de las semaforinas constituyen senales de colapso
durante el desarrollo axonal y éstas interactuan con las células blanco a través de los
receptores Plexina y Neuropilina (Mitsui y cols, 2002). El receptor Plexina A tiene un sitio
fosforilable en tirosina por las quinasas que incluye Fer/Fes y Fyn que participan en la
sefializacion en respuesta a semaforinas aumentando la fosforilacion de Cdk5, la cual a su vez
fosforila CRMP-2, que es parte de esta via de sefializacidn (Inagaki y cols, 2001; Ito y cols, 2006).
CRMP-2 fosforilada en el residuo de $°** disminuye su afinidad por los dimeros de tubulina
provocando colapso del crecimiento del cono axonal (Arimura y cols, 2005; Rembutsu y cols,
2008; Hou vy cols, 2009; Crews y cols, 2011). En enfermedades como el Alzheimer, Creuzfeldt-
Jakob y Encefalitis asociada al VIH se ha visto un aumento de la actividad en Cdk5 (Uchida y

cols, 2005; Cole y cols, 2008; Petratos y cols, 2008; Crew y cols, 2011).

Ademds del aumento de fosforilacion de proteinas asociadas a la formacidon de
citoesqueleto que puede alterar sus estructuras, también podria encontrarse alterada la
funcionalidad de proteinas motoras por un aumento en su grado de fosforilacién. Con los
antecedentes expuestos, en este trabajo se ha decidido continuar con el modelo celular de
PC12 para determinar por una parte, si es la proteina viral Tax la que extracelularmente
produce los efectos observados en lineas celulares y por otra, estudiar si las proteinas motoras

kinesina y dineina se encuentran desreguladas por un aumento en su grado de fosforilacién.

Todos estos resultados permiten proponer un modelo de accidn de algun producto viral,
presumiblemente de Tax, el cual se secretaria de los linfocitos asociada, probablemente
asociado a semaforinas (Alberti, 2012), aumentando el efecto negativo de estas sefales sobre

el desarrollo del cono axonal. Esta via da cuenta de la mayor actividad de Cdk5, enzima
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responsable de la hiperfosforilacién tanto de tau T**' como de CRMP-2 $°*?, mediada por la

fosforilacién de esta quinasa en Y'° a través de Fyn.
y
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3. Hipotesis

La exposicion a productos secretados de linfocitos infectados por HTLV-l provoca un
aumento en el estado de fosforilacién de proteinas motoras en modelo neuronal de células

PC12.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Describir los cambios en el grado de fosforilacion de subunidades asociadas al control de
la funcion de KIF5 y de dineina citoplasmatica (DC) y asociarlos a la retraccién observada en

células tipo neuronal expuestas a productos de linfocitos infectados con HTLV-I.

4.2. Objetivos especificos

1.- Determinar si Tax es uno de los productos virales secretados desde células linfocitarias
infectadas que produce el efecto de retardo de crecimiento neuritico de PC12.

2.- Determinar los niveles proteicos de las subunidades asociadas al control de
funcionalidad de kinesina KIF5 y dineina citoplasmatica en células PC12 diferenciadas.

3.- Estandarizar protocolos de separacion de proteinas mediante electroforesis en 2
dimensiones y comparar el punto isoeléctrico de las subunidades de proteinas motoras en
células expuestas a productos secretados de linfocitos infectados con HTLV-l y células no

infectadas(control).
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5. Materiales y Métodos
5.1 Reactivos

Abcam Inc, Cambridge, Inglaterra: Anticuerpo monoclonal (6C5) contra GAPDH (Cat. ab8245).

Alamone Labs, Jerusalem, Israel: Mouse Nerve Growth Factor 2.5S, N-100.

Amresco, Solon, Ohio, USA: N,N,N',N'-tetrametil-etano-1,2-diamina, TEMED (Cat. 0761).

BD, Becton Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France: Multiwell™ 24 well (Cat.
353047), Tissue Culture Dish (Cat. 353003).

Biorad, Hércules, Ca, USA: Trans-Blot ® Transfer Medium Pure Nitrocellulose (0,45um) (Cat.
162-0115).

GE Healthcare Bio-Science Corp, NJ, USA: 2-D Clean-Up Kit (Cat. 80-6484-51), Immobiline
DryStrip pH 3-10NL, 7 cm (Cat. 17-6001-12), IPG Buffer pH 3—10 NL (Cat. 17-6000-88),
DeStreak Rehydration Solution (Cat. 17-6003-19).

Merck, Darmstadt, Alemania: Metanol, acido acético, etanol, butanol, cloruro de sodio, acido
clorhidrico, persulfato de amonio.

NIH, AIDS Reagent Program, Germantown, MD, USA: Hibridoma: “HTLV-l Tax Hyb 168A51-2"
(Cat. 1316). Liquido ascitico anti-Tax producido a partir de hibridoma: “HTLV-l Tax Hyb
168A51-2".

PancReac, Barcelona, Esparia: Dimetil sulféxido.

Pierce, IL, USA: Anticuerpo secundario contra ratén conjugado con peroxidasa. Inmuno-Pure®
Goat Anti Mouse IgG (H+L), Peroxidase Conjugated (Cat. 1452); anticuerpo secundario
contra conejo conjugado con peroxidasa. Inmuno-Pure® Goat Anti Rabbit igG (H+L),
Peroxidase Conjugated (Cat. 31462); CL-Xposure™ film RX-B (Cat. 34090); Micro BCA ™
Protein Assay Reagent Kit, Super Signal® West Femto Maximum Sensitivity
Chemiluminescent Substrate (Cat. 34095); Gelcode Blue stain (Cat. 1860957).

Riedel-de Haén AG, Seelze-Hannover, Germany: Azul de bromofenol.

Roche, Basilea, Suiza: PhosStop ® Phosphatase inhibitor cocktail tablets (Cat. 04 906 845 001);
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 04 693 124 001.

Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA: Anticuerpo contra cadena intermedia de La

dineina citoplasmatica. Dynein 1C1/2, cytosolic Antibody (74-1) (Cat: sc-13524).
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Sigma-Aldrich, Inc, Saint Louis, Mo, USA: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, High glucose. (Cat.
D1152), acrilamida, bisacrilamida, SDS, azul de Coomassie R 250, azul de Coomassie G520,
NONIDET P-40, ditiotreitol (DTT), iodoacetamida, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF),
B-mercaptoetanol, Triton X-100, TEMED, aceite mineral.

US Biological, Swanpscott, MA, USA: Tween 20, 9005-64-6, Trizma base, glicina.

5.2 Material Biolégico

El material biolégico empleado consistid en cerebros de rata (Mus musculus), donados
por la Dra. Monika Greiner, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile. Lineas celulares linfocitarias MT-2 y K-562, donadas por el Dr. Eugenio Ramirez, Programa
de virologia, ICBM, Facultad de Medicina y Departamento de Virologia, Instituto de Salud
Pdblica. Linea celular PC12, donadas por la Dra. Francisca Bronfman, Facultad de Biologia,

Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

5.3. Mantencién de los cultivos celulares

Las células PC12 se mantuvieron desdiferenciadas y en proliferacién en medio DMEM
(Dulbecco Modified Eagle’s Medium) con 6% de SBF (suero fetal bovino) y 6% de SE (suero
equino) y mantenidas en condiciones controladas a 37°C y 5% de CO,. Una vez alcanzada una
confluencia del 80%, las células se removieron con tripsina de la placa suspendiéndolas en
medio de cultivo, algunas alicuotas se sometian a diferenciacién y otras se congelaban en SBF
con DMSO (dimetilsulféxido) al 10% v/v a -60°C a razén de 2 X 10° células/mL. El
descongelamiento de células se realizdé diluyendo la alicuota congelada en medio de cultivo
seguida de una centrifugacidén a 2000 x g por 5 min a temperatura ambiente y la pella se
resuspendié en DMEM con 6% SFB y 6% de SE, cultivindose en placas.

Se utilizaron dos lineas celulares humanas, la linea linfocitaria MT2 que posee el provirus
del HTLV-l y la linea celular de una eritroleucemia K562 no infectada. Ambas se mantenian en
RPMI 1640 con 10% de SFB. Los medios condicionados, se obtuvieron al cultivar 1 X 10°
células/mL durante 7 dias sin recambio de medio de cultivo, filtrando posteriormente el medio
antes de su aplicacién sobre los cultivos de PC12.
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5.4. Diferenciacidn de cultivos celulares PC12

Se sembraron aproximadamente 90.000 células PC12 por pocillo en placas de 24 pocillos
sin matriz y con medio DMEM, 6% de SFB y 6% de SE. La diferenciacién a tipo neuronal se
indujo mediante la adicién al medio de 50 ng/mL de NGF (nerve growth factor) y disminucion
gradual del porcentaje de ambos sueros desde el 6% al 0% durante cuatro dias (Kwon vy cols,

2002; Pando, 2010).

5.5. Medicidn del largo neuritico

Las células diferenciadas se examinaron en microscopio Optico de fase invertida
obteniéndose fotografias digitales de estas. Se fotografiaron 6 campos alrededor de cada
pocillo de cultivo con un aumento de 20X y se fotografiaron 3 pocillos por cada condicién (MT2,
K562 y RPMI) durante el mismo experimento. Cada uno de los experimentos se realizd por
triplicado independiente. El largo neuritico de cada neurita primaria mas larga se midié con el
programa “NIH Imagel-1.38d program plug in NeuronlJ”. Se contaron entre 20 a 40 neuritas por
campo fotografiado y solo se contaron aquellas a las cuales se les observaba inicio desde el

cuerpo celular, que fueran de largo superior a este y se les observara el final.

5.6. Efectos del medio condicionado de K562, MT2 y RPMI sobre el largo neuritico de los

cultivos de PC12. Utilizacién de anticuerpos anti-Tax y anti-Gizzerosina.

Se sembraron células PC12 como se describe en la seccion 5.4. Para el estudio del efecto
de los productos virales, el proceso de diferenciacion de las células PC12 se hizo en presencia
de una dilucion de 1/8 del sobrenadante del medio de cultivo de células (medio condicionado)
de K562, del medio condicionado MT2 o de medio de cultivo RPMI (control) adicionando
diariamente nuevo medio suplementado con NGF durante 4 dias. Se obtuvieron fotografias de
cada uno de los dias en las distintas condiciones para su posterior analisis de largo neuritico
(seccion 5.5). Se realizaron experimentos similares a los anteriormente descritos utilizando sélo

medio de cultivo RPMI y medio condicionado MT2 en presencia ademas de anticuerpos contra
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Tax (liquido ascitico preparado del “HTLV-I Tax hybridome 168A51-2 culture supernatant NIH”,
AIDS Reagent Program, Germantown, MD, USA. Cat. 1316), y como control negativo la Dra
Maria Inés Becker de Biosonda proporcioné como anticuerpo irrelevante el denominado anti-
GZ 8G7 de Isotipo 1gG2a, anti-Gizzerosina (anti-GZ) agregandose volumen suficiente para lograr
una dilucién de cada anticuerpo 1:100. Después de 24 horas de siembra de las células PC12 se
adiciond una dilucidon de 1/8 del medio de cultivo de las células MT2 o de las células K562,
adicionando diariamente nuevo medio de MT2 o RPMI suplementado con NGF y la presencia o
ausencia de los anticuerpos correspondientes. Los ensayos se siguieron durante 4 dias. Se
obtuvieron fotografias de cada uno de los dias en las distintas condiciones para su posterior
andlisis de largo neuritico (seccidon 5.5). Posteriormente se lisaron 2 pocillos por condicién
correspondientes a cada dia de ensayo de acuerdo al protocolo de Joshi y cols (1989) con una
mezcla de solucién amortiguadora RIPA (“RadiolmmunoPrecipitation Assay” que contenia Tris-
HCl 25 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, 1% de NP-40, 1% v/v de desoxicolato de sodio y 0,1% p/v de
SDS) en presencia de inhibidores de proteasas (“Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tablets”) y fosfatasas (“PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets”). Las células se
despegaron de la placa de cultivo con tripsina y luego se sonicaron por 5 min a 4 °C, se
centrifugaron a 16.000 x g por 15 min a 4°C, guardandose el sobrenadante a -60°C para su
posterior andlisis. Las proteinas totales provenientes de los lisados celulares se cuantificaron en

microplacas mediante el kit MicroBSA (Pierce) segun las indicaciones del fabricante.

5.7. SDS-PAGE y Western blot

La electroforesis se realizé empleando 50 ug totales de muestra y 5 plL de estdndares de
peso molecular (Fermentas, USA) por carril, en condiciones reductoras y desnaturantes. Las
muestras se hirvieron durante 5 min con solucién amortiguadora de muestra 4x y la separacion
de las proteinas se efectud en un gel de poliacrilamida al 12% (Laemmli, 1970). La incorporacion
de las proteinas al gel se logrd a 80 V por 15 min, luego se mantuvo a 120 V por 2 h. La tincidn
de geles se hizo utilizando azul de Coomassie coloidal G-250 (Candiano y cols, 2004). El Western
blot se realizé segin Towbin y cols (1979), donde la transferencia, posterior a la electroforesis,

se realizé en membranas de nitrocelulosa (BioRad, poro 0,45 pum) a 600 mA totales con solucién
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de electrotransferencia compuesta de 25 mM de Tris, 190 mM de glicina y 20% metanol,
posteriormente la membrana se bloqued con una solucién amortiguadora de TBS-Tween (Tris-
HCl 20 mM, NaCl 137 mM, Tween-20 al 0,1% v/v, pH 7,6) y leche descremada 6% (p/v) durante
1 h. Se incubd con el respectivo anticuerpo primario H2 anti-KHC diluido 1:2500, 63-90 anti-KLC
1:1000, anti-DIC (Dynein Intermediary Chain) 1:2500, anti GAPDH 1:20000 en TBS-Tween
durante toda la noche a 4°C, seguido de lavados con solucion amortiguadora TBS-Tween 3
veces durante 10 min. Incubacién por 1 h con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano diluido 1:500.000 en TBS-Tween seguido de 3 lavados durante 10 min con
solucion TBS-Tween. La reaccidén positiva se identificé mediante quimioluminiscencia utilizando
el kit de Pierce (“SuperSignal West Femto Substrate”) con luminol y H,0; y posterior exposicidén
a placa fotogréfica (Pierce). Para los experimentos con el anticuerpo primario anti-Tax liquido
ascitico proveniente de “HTLV-I Tax hybridome 168A51-2 culture supernatant NIH” se utilizd en
una dilucion 1:1000, durante toda la noche a 4°C, seguido de lavados con solucion
amortiguadora TBS-Tween 3 veces durante 10 min. Incubacidn por 1 hora con el anticuerpo
secundario inmunoabsorbido conjugado con peroxidasa de rdabano diluido 1:50000 en solucién
TBS-Tween seguido de 3 lavados durante 10 min con solucién TBS-Tween. La reaccién positiva
se identific6 mediante quimioluminiscencia utilizando el kit de Pierce (“SuperSignal West Pico
Substrate”) con luminol y H,0, y posterior exposicion a placa fotografica (Pierce).

La deshibridacion se realizé con 2 lavados de 10 min cada uno con solucién
deshibridizadora (200 mM de glicina, 3,5 mM de SDS y Tween-20 al 1% v/v pH 2,2) seguidos de

3 lavados de 5 min cada uno con soluciéon amortiguadora TBS-Tween.

5.8. Electroforesis en 2 dimensiones

Para las muestras de liquido céfalo-raquideo se utilizaron 50 pg de proteinas totales en un
soluciéon amortiguadora de rehidratacién UTAH (3,2 mM de ASB-14, 69 mM de HED, 9,7 M de
Ureay 2,7 M de Tiourea) cargadas en las tiras IPG (immobilized pH polyacrylamide gel) de 7 cm
con gradiente inmovilizada de pH 3 a 11 no lineal (General Electric Healthcare) rehidratandose
estas durante minimo 10 hrs. Una vez rehidratadas se procedid con el isoelectroenfoque (IEF)
en el equipo IPGphor Ettan 3 (GE Healthcare) aplicando 500 V hasta alcanzar 250 Volts/hora
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(Vh) como primer paso, luego como segundo paso se aplicaron 5000 V hasta alcanzar 500 Vh y
como paso final se aplicaron 5000 V logrando 8000 Vh. Una vez terminado el IEF las tiras se
utilizaron inmediatamente para una electroforesis SDS-PAGE o almacenadas a -60°C hasta su
posterior uso.

Se aislaron proteinas de los lisados celulares mediante el uso del kit “2-D Clean-Up” (GE
Healthcare) segun las instrucciones del fabricante. El precipitado resultante se incorpord a una
solucién amortiguadora de rehidratacién para las tiras IPG 7 cm con gradiente inmovilizada de
pH 3 a 11 no lineal (GE Healthcare), estas una vez rehidratadas, se sometieron a
isoelectroenfoque en el equipo IPGphor Ettan 3 (GE Healthcare) utilizando las condiciones de
corrida propuestas por el fabricante con pequefias modificaciones. Brevemente se aplicd un
paso de 10 V durante 30 min, seguido de un paso de 300 V hasta alcanzar los 200 Vh, luego una
gradiente de 1000 V hasta alcanzar los 300 Vh, otra gradiente de 5000 V hasta lograr los 4000
Vh para finalizar con un paso de 5000 V hasta alcanzar los 2000 Vh. Las tiras se utilizaron
inmediatamente para una electroforesis SDS-PAGE o congeladas a -60°C para su posterior uso.

Posterior al IEF, las tiras IPG se equilibraron en una solucidn amortiguadora compuesta de
urea 6 M, glicerol 30% v/v, SDS 2% p/v, Tris-HCI 75 mM pH 8,8, donde para el primer paso de
equilibrado se agregd ditiotreitol (DTT) 65 mM y se agitd durante 15 min a temperatura
ambiente. Se realizd una segunda etapa de equilibrado a la cual se le agregd iodoacetamida 135
mM a la soluciéon tampoén y se agitd durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez
equilibradas las tiras se colocaron sobre los geles de poliacrilamida del 4-18% o del 10% sin gel

separador y se corrieron a 80 V constante durante 15 min y luego a 120 V durante 1,5 h.

5.9. Tincion de geles

La tincién con azul de Coomassie GelCode Blue Stain (Thermo Scientific) se realizé segun las
indicaciones del fabricante. Para la tincidn de azul de Coomassie coloidal “Blue Silver” (Candiano y
cols, 2004) se fijaron los geles con una solucidon de metanol 40% v/v y etanol 10% v/v durante
30 min a temperatura ambiente en agitacién. Luego, se agregd una solucién de tincion

compuesta de azul de Coomassie G-250 0,12% p/v, sulfato de amonio 10% p/v, acido fosférico
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10% v/v y metanol 20% v/v durante toda la noche a temperatura ambiente. La destincion se

realizd con agua destilada 5 lavados de 10 min a temperatura ambiente y agitacién.

5.10. Analisis estadisticos

Los experimentos analizados estadisticamente, se realizaron a lo menos por triplicado.
Los datos se analizaron utilizando los programas GraphPad Prism y SPSS v12. La normalidad de
estos se determind usando el test Shapiro-Wilk y la homocedasticidad a través del test de
Levene. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante ANOVA (test paramétrico) o
Kruskal Wallis (test no paramétrico) segun el caso. La significancia se considerd de un valor de

p < 0,05 para todos los casos.
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6. Resultados

6.1 Objetivo 1.- Determinar si Tax es uno de los productos virales secretados desde
células linfocitarias infectadas que produce el efecto de retardo de crecimiento neuritico de

PC12.

Inicialmente fue necesario demostrar la presencia de Tax en el medio de cultivo (medio
condicionado) de las células infectadas con HTLV-I (células MT2). Esto se determind través de
Western blot, observdndose una sefal reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-Tax de un
peso aproximado de 40 kDa, presente sélo en el medio condicionado de MT2 y no en el medio
de cultivo de la linea celular no infectada (K562). Aunque se ha descrito que Tax puede
experimentar intracelularmente modificaciones postraduccionales (Peloponese y cols, 2004;
Wycuff y Marriot, 2005; Journo y cols, 2009; Bidoia, 2012), el peso molecular observado

corresponde a una forma de la proteina sin modificaciones (Fig. 5).

MT2 K562 MT2 K562
1 2 3 4 5

170

95
72

43 <+ Tax

Fig 5. Western blot para proteina viral Tax de medios condicionados de células MT2 y K562. En el carril
1 se cargd el estdndar de peso molecular; en los carriles 2 y 3 se adicionaron 25 uL de concentrado 2X de
medio condicionado de MT2 y de K562, respectivamente; en los carriles 4 y 5 se adicionaron 25 pL de
medio concentrado 20X en ambos casos. Las proteinas fueron concentradas por liofilizacién.
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A continuacion se realizaron los ensayos con las células PC12 observando el efecto de la
adicion de medios condicionados de células MT2 y de K562 sobre la diferenciacién neuronal.
Este efecto se siguié determinando el largo neuritico. En la Fig. 6 se encuentran
microfotografias representativas del proceso de diferenciacién de las células PC12 seguido por
4 dias, correspondientes a las siguientes condiciones de diferenciacién con NGF: A) como
control, adiciondndole medio RPMI que corresponde al medio de cultivo de las células MT2 y
K562; B) como un segundo control, adiciondndole medio de cultivo de células K562; C)
agregando medio de células MT2. Se midié el largo neuritico normalizado por el nimero de
células para cada dia y se compararon las distintas condiciones. Al hacer el andlisis del largo
neuritico en cada condicidn como se representa en la Fig. 7 se encontré que los productos
secretados al medio de cultivo por las células MT2 a partir del tercer dia de cultivo presentan
un efecto téxico reflejado en la significativa reduccion de la velocidad de aumento del largo o
crecimiento neuritico comparado con las dos condiciones controles.

Con el fin de determinar si este efecto téxico se debe a la presencia de Tax se realizaron
los experimentos de diferenciacion con NGF intentando bloquear selectivamente el efecto de
Tax con anticuerpos monoclonales contra esta proteina viral. Para estos estudios se
consideraron las siguientes condiciones de cultivo de las PC12: A) como control de crecimiento
normal, adicién de RPMI; B) adicién de medio condicionado de MT2; C) adicion simultanea de
medio de MT2 y anti-Tax; D) como control del efecto selectivo de anti-Tax se cultivd
conjuntamente medio de MT2 con un anticuerpo irrelevante (anti-Mollejazina o anti-GZ, del
mismo isotipo del anti-Tax, 1gG2a).

En la Fig. 8 se encuentran microfotografias representativas de estos experimentos. El
analisis estadistico del largo neuritico normalizado por el nimero de células para cada dia

presentado.
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Figura 6. Imagenes representativas de cultivos PC12 durante la diferenciacion sometidos a medio de
RPMI, medio condicionado de células MT2 y medio de células K562. En color se observan los trazos
correspondientes a las neuritas consideradas para cada célula. Barra negra: 50 um.
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Figura 7. Longitud neuritica/célula en PC12 durante la diferenciacién en las distintas condiciones del
estudio. Promedio de la longitud neuritica (um)/célula en las tres condiciones ensayadas, con RPMI, con
medio de K562, con medio de MT2. Los datos corresponden al valor promedio + SD de 3 experimentos
independientes (n=3).* Diferencia significativa del largo neuritico/célula entre células PC12 en medios
condicionados MT2 comparadas con células PC12 en RPMI y medio condicionado K562 desde el tercer
dia de diferenciacién con p <0,05.
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Control sin Medio MT-2 Medio MT-2 Medio MT-2
anticuerpo sin anticuerpo con anti-Tax con anti-GZ

Figura 8. Imagenes representativas de cultivos PC12 durante la diferenciacién sometidos a medio de
RPMI, medio condicionado de células MT2, con y sin anticuerpos (anti-Tax; anti-GZ). En color se
observan los trazos que corresponden a neuritas observadas en células PC12 diferenciadas. Barra negra:
50 pm.

En la Fig. 9 se muestra un crecimiento neuritico similar a la condiciéon control sin
anticuerpo y en la condicidn con anti-Tax, y por otra parte el anticuerpo irrelevante no es capaz

de bloquear este efecto negativo de Tax que consiste en un retardo del crecimiento neuritico.
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Figura 9. Longitud neuritica/célula en PC12 durante la diferenciacién en presencia o ausencia de
anticuerpos en las distintas condiciones del estudio. Promedio de la longitud neuritica (um)/célula en
las cuatro condiciones ensayadas, control con RPMI, con medio de MT2, con medio de MT2 junto con
anti-Tax (dilucién 1:100) y con medio de MT2 junto con un anticuerpo anti-GZ (dilucién 1:100). Los datos
corresponden al valor promedio + SD de 3 experimentos independientes (n=3). * Diferencia significativa
entre PC12 con MT2 al que se le adiciond anti-Tax y células PC12 con MT2 sin anticuerpo desde el dia 3
con p <0,05.

En resumen, los resultados de este primer objetivo permitieron confirmar que el efecto
de retardo del crecimiento neuritico de células PC12 por medio condicionado de MT2 estd

directamente asociado a Tax extracelular.
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6.2. Objetivo 2. Determinar los niveles proteicos de las subunidades asociadas al control

de funcionalidad de kinesina KIF5 y dineina citoplasmatica en células PC12 diferenciadas.

Este objetivo se llevd a cabo utilizando lisados celulares de las PC12 durante la
diferenciacién en presencia de medios condicionados MT2 y K562, y medio de cultivo RPMI. La
membrana de nitrocelulosa se revelé con anticuerpos anti-cadena pesada (KHC) y liviana de
kinesina K1F5 (KLC), respectivamente (Fig. 10). La KHC migré en el gel de SDS/PAGE a un peso
molecular de 120 kDa, mientras que la KLC mostré inmunoreactividad a de 66 y 72 kDa. En el
caso de la KLC, se describe en neuronas dos isoformas KLC a y KLC b. Estas sefiales de kinesina
corresponden a las descritas en la literatura (Hirokawa y Takemura, 2003; DeBoer y cols, 2008).
Ademas del reconocimiento especifico de la cadena intermedia de dineina citoplasmatica
correspondid una banda de peso molecular 74 kDa, valor reportando en la literatura (Dillman y
Pfister, 1994) (Fig. 10).

Los valores del analisis densitométricos de estas peliculas fotograficas productos del
Western blot se expresaron como una razén entre los pixeles de las sefiales de cada
proteina/pixeles de sefial del control de carga GAPDH. El analisis densitométrico de las peliculas
fotograficas muestra que no hay diferencias en la cantidad para ninguna de las proteinas de
estudio tanto en las distintas condiciones como en los distintos dias de diferenciacion (Fig. 11).
Esto se corrobora ampliamente con el posterior andlisis estadistico de estos resultados que

sefialan que no hay diferencias significativas.
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Figura 10. Western blot representativos de las proteinas kinesina y dineina en lisados celulares de
PC12 diferenciadas sometidas a medios condicionados K562 y MT2 y medio RPMI durante 3 dias.
Cadena pesada de la kinesina (KHC), cadena liviana de la kinesina (isoformas KLC a y KLC b), cadena
intermedia de dineina citoplasmatica (DIC), GAPDH como control de carga. Carril C: Cerebro de rata

como control positivo.



DIC

KHC
157 -~ RPMI 1.51 -~ RPMI
- - K562 === K562
£ M -+ MT2 5 == MT2
% 10d S o
V] <
) Q
§ O
0.5+ o
0.54
<
35 S
0.0 T T T 0.0 T T T
N Vv >
& & & & &
Dia de diferenciacion Dia de diferenciaciéon
KLC
1.5
-o- RPMI
T - K562
E 1.04 - MT2
g X
Q
o
-
X 0.54
<
o)
0.0 T T T
Vv >
o\'o o\(o o\'o

Dia de diferenciacion

Figura 11. Niveles relativos de subunidades de kinesina y dineina en el modelo PC12 durante la
diferenciacion. Los resultados expresados en unidades arbitraria (pixeles producto del analisis
densitométrico de la pelicula fotografica/pixeles de la GAPDH) correspondientes KHC, KLC y DIC en
lisados PC12 diferenciadas expuestas a medios condicionados MT2, K562 y medio de cultivo RPMI
durante 3 dias. Los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos independientes (n=3).

La importancia de haber desarrollado este objetivo, se debe a la necesidad de lograr
detectar especificamente las distintas unidades de kinesina y la cadena intermedia de dineina
qgue son las descritas, que pueden experimentar cambios en su fosforilacién y producir
alteraciones en su funcionalidad en al transporte axonal. Al no existir anticuerpos disponibles
para efectuar el seguimiento de cambios en las concentraciones de las formas fosforiladas
durante la diferenciacién de las células PC12 por accion de Tax, se optd por separar las
proteinas por electroforesis en dos dimensiones, 2D; donde se espera puedan observarse
separadas formas con mayor o menor grado de fosforilaciéon ya que esta técnica se basa en

separar por punto isoeléctrico en un primera dimensién y luego en una segunda por peso
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molecular. Una vez separadas las proteinas se electrotransfieren y revelan con los anticuerpos

como se efectud en el procedimiento de Western blot antes descrito.

6.3. Objetivo 3. Estandarizar protocolos de separacion de proteinas mediante
electroforesis en 2 dimensiones y comparar el punto isoeléctrico de las subunidades de
proteinas motoras (KHC, KLC y DIC) en células expuestas a productos secretados de linfocitos

infectados con HTLV-l y células no infectadas (control).

Debido a que el éxito de la electroforesis en 2D, que es una técnica altamente resolutiva,
es muy dependiente del tipo de muestra a utilizar se necesité estandarizar principalmente la

etapa de isoelectroenfoque.

6.3.1. Estandarizacion de la electroforesis en dos dimensiones.

Se probaron distintos protocolos de isoelectroenfoque (IEF) para determinar aquel que
otorgara mejor reproducibilidad de los experimentos (datos no mostrados). Finalmente se
decidié por utilizar el protocolo de IEF propuesto por el fabricante de las tiras de gradiente
inmovilizada (General Electric Healthcare) con pequefias modificaciones sefialadas en la seccidon
2.9. La Fig 12A muestra un estdndar que contiene proteinas puras con distintos puntos
isoeléctricos (pl) para confirmar la formacién de una gradiente de pH al someter las tiras a IEF,
mostrando que hubo una adecuada separacion por pl. Luego en la Fig 12B se muestra la corrida
en la segunda dimensién (SDS-PAGE) y en la Tabla 1 estan los valores de pl y PM de las distintas
proteinas observandose una sefial para la glicoproteina Amiloglucosidasa igual o mayor a 95
kDa dependiendo del grado de glicosilacion, para la Anhidrasa carbdnica | y Il una sefial de 29
kDa y el Tripsindgeno con una sefial de 24 kDa, las cuales se resuelven correctamente en un gel
de poliacrilamida al 10%. Las demas sefiales correspondientes a las otras proteinas deben estar
junto al frente de corrida por tener valores de peso molecular cercanos y menores a 17 kDa,
por lo que no se resolvieron adecuadamente. Para el caso del inhibidor de tripsina se observa

una sefial pequefa y débil de peso aproximado a 20 kDa, que no es facilmente apreciable.
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Figura 12. Isoelectroenfoque y SDS-PAGE de proteinas estandares de punto isoeléctrico. (A) Se utilizé
una tira de gradiente inmovilizada embebida en un estandar comercial de proteinas con punto

isoeléctrico desde 3,6 a 9,3. (B) SDS-PAGE de la tira con estandar comercial de punto isoeléctrico
previamente enfocado.
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Tabla 1. Proteinas que conforman el estandar de isoelectroenfoque. En la tabla se observan los valores
de peso molecular y punto isoeléctrico aproximado para cada una de las especies presentes en el

estandar.

Proteina

Peso molecular

Punto isceléctrico

(kDa) aprox.
AmllogIUf:cmlda-sa de 97 36
Aspergillus niger
|I'||‘|Ibl.dl:.3r de TrlpSl!'lEl 20 46
de Glicine max (soja)
B-Lactoglobulina A
de leche bovina 184 >1
Anhidrasa carbénica
isoenzima Il de 29 5,9
eritrocitos bovinos
Anhidrasa carbonica
ispenzima | de 29 6,6
eritrécitos humanos
Mioglobina de tejido 17.7 6,8 (banda secundaria)

cardiaco equino

7,2 (banda principal)

Lectina de lens

7 (subunidad o)

culinaris (lenteja) 17 {subunidad B) 8,286,838
Tripsindgeno de
tejido pancreatico 23,7 9,3

bovino

A continuacién se probaron distintas muestras la primera de estas, empleando liquido

cefalorraquideo como se muestra en la Fig. 13. La flecha muestra una sefial observada de PM

entre 67 kDa y un valor de pl entre 5,8 (Dockal y cols, 1999) que corresponderia a la albumina,

proteina en alta concentracion dentro del liquido céfalo-raquideo. Luego se utilizé lisado de

tejido encefdlico de rata como se muestra en la Fig. 14, donde se observa una gran cantidad de

proteinas.
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Figura 13. Imagen representativa de electroforesis en 2D de liquido céfalo-raquideo. En la primera
dimensién se cargaron 50 pg de proteina total de liquido encéfalo-raquideo de humano. La segunda
dimension se realizé en un gel al 10%. El gel de la segunda dimensidn se tifié con “GelCode Blue Safe
protein stain”. La flecha muestra la sefial que corresponderia a albumina.
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Figura 14. Electroforesis en 2D de cerebro de rata. Se cargaron 50 um de proteinas totales. El SDS-
PAGE se realizé en un gel al 10%, la tincion corresponde a Azul de Coomassie coloidal.

Para demostrar reproducibilidad de la técnica, se hicieron experimentos independientes
de electroforesis en 2D de lisados de células PC12 diferenciadas durante 3 dias sometidos a
medio control RPMI con NGF en geles en gradiente del 4-18% como lo muestra la Fig 15.
Posteriormente, se trabajé con lisados celulares de PC12 diferenciadas durante 3 dias con NGF
y sometidos a medio control RPMI, los que se separaron en la segunda dimension empleando
dos tipos de geles de poliacrilamida: un gel en gradiente entre 4-18% y un gel al 10% como se

muestra en la Fig. 16. Se puede observar, como indican las flechas y las circunferencias, las
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similitudes en las senales presentadas en ambas condiciones, lo que permitio comparar ambos
experimentos en cuanto a tiempo y recursos del laboratorio utilizados, optandose finalmente

por la electroforesis en 2D con geles SDS-PAGE al 10% para todos los experimentos posteriores.
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Figura 15. Imagenes representativas de electroforesis en 2D de lisados celulares de PC12. En la imagen
se muestran 2 experimentos independientes (A y B) utilizando la misma muestra y empleando las
mismas condiciones: Lisado de células PC12 diferenciadas durante 3 dias con RPMI en gel SDS-PAGE en
gradiente del 4-18%. Las circunferencias muestran similitudes en las sefiales observadas.
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Figura 16. Imagenes representativas de electroforesis en 2D de lisados celulares de PC12 en distintas
condiciones del SDS-PAGE. (A) Lisado de células PC12 diferenciadas durante 3 dias con RPMI en gel SDS-
PAGE al 10%. (B) Lisado de PC12 diferenciadas durante 3 dias con RPMI en gel SDS-PAGE en gradiente
del 4-18%. Las flechas y circunferencias muestran similitudes en las sefiales.
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6.3.2 Comparacion de la migracion relativa de kinesina y dineina en 2D

Una vez encontradas las condiciones mas adecuadas de la electroforesis en 2D, se
realizaron Western blot de estas, utilizando como muestras lisados de PC12 diferenciados
durante 3 dias, los cuales se les agregaron medios condicionados K562 (control) y MT2,
utilizando anticuerpos anti-KHC, anti-DIC y anti-KLC. Esto con el objetivo de determinar el pl de
las proteinas de estudio vy si existe un desplazamiento significativo de la sefial, modificando de
esta manera el valor de pl observado, lo que indicaria una alteracién en la fosforilacién general

de estas subunidades.

Para determinar la zona donde se encontraban las subunidades de las proteinas en
estudio se realizé un IEF paralelo de la misma muestra, donde se tifid uno de los geles de la
segunda dimensién con Azul de Coomassie coloidal y el otro gel se electrotransfirié para hacer
un Western blot. Fig. 17A presenta el gel de SDS-PAGE tefiido con y el correspondiente Western
blot (Fig. 17B y 17C), sefaldandose la zona de proteinas donde hay inmuno-reactividad contra
las subunidades de las proteinas motoras en estudio. La Fig. 17B corresponde al primer
revelado con anticuerpo contra KHC y DIC y la Fig. 17C proviene de un proceso de

deshibridizacién de la membrana anterior ahora revelada con anticuerpo contra KLC.
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Figura 17. Electroforesis en 2D de lisado celular PC12 y el posterior Western blot. (A) Electroforesis en
2D de lisado celular PC12 al tercer dia de diferenciacion. En negro, se representa la zona con
inmunoreactivad para KHC y DIC. En rojo se presenta la zona con inmunoreactividad para KLC. (B)
Western blot de lisado celular PC12 diferenciado hasta el dia 3, se observan las senales
correspondientes a KHC y DIC. (C) Western blot de lisado celular PC12 diferenciado hasta el dia 3, se
observa la sefial correspondiente a KLC.

La Fig. 18 muestra los resultados del Western blot de una muestra de lisado celular de
PC12 diferenciado por 3 dias con NGF en presencia de medio condicionado de células K562
(condicién control) (Fig. 18A) y la condicién del mismo experimento a la que se le adicioné el
medio condicionado de células MT2 (Fig. 18B). El andlisis densitométrico de las senales de los
Western blot no presenta diferencias significativas en el valor de pl de las subunidades de
cadena pesada, cadena liviana de la kinesina, ni en la cadena intermedia de la dineina entre las

dos condiciones (K562 y MT2) (Fig. 19).
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Figura 18. Western blot de geles de dos dimensiones de subunidades de motores moleculares en
lisados de PC12 diferenciadas tratado o no con medio de MT2. Imagenes representativas del Western
blot de geles en 2D de lisados celulares de PC12 al tercer dia de diferenciacion. (A) Lisado celular PC12
en presencia de medio condicionado K562 (control) y su duplicado al lado derecho, la flecha negra
muestra la sefial perteneciente a DIC, la roja la sefial perteneciente a KHC; (B) lisado celular PC12 en
presencia de medio condicionado K562 y su duplicado, la flecha amarilla representa la sefal
perteneciente a KLC; (C) Lisado celular PC12 en presencia de medio condicionado MT-2 y su duplicado al
lado derecho, la flecha negra muestra la sefial perteneciente a DIC, la roja la sefial perteneciente a KHC;
(D) lisado celular PC12 en presencia de medio condicionado MT-2 y su duplicado, la flecha amarilla
representa la sefial perteneciente a KLC.
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Figura 19. Graficos de movilidad electroforética relativa en Western blot de 2D de proteinas en lisados
PC12 al tercer dia de diferenciacion sometidos a medios condicionados de K562 y MT2. (A) Rf de
cadena pesada de la kinesina (KHC). (B) Rf de cadena liviana de la kinesina (KLC) (C) Rf de cadena
intermedia de la dineina (DIC). Los valores corresponden al promedio + SD de 3 experimentos

independiente. No existen diferencias significativas entre las condiciones para cada proteina.
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7. Discusion

Uno de los objetivos fundamentales de nuestro grupo de investigacién es comprender
como se produce el dafio axoplasmico en los pacientes HAM/TSP sin que el virus HTLV-I,
correspondiente al agente etioldgico, infecte directamente las neuronas. Como fue presentado
en la Introduccion, se conoce que el reservorio del virus corresponde a células linfocitarias,
principalmente T CD4+ y en menor grado las CD+8, las que pueden infiltrarse en el SNC. Se ha
demostrado, en células cerebrales endoteliales que hay una alteracién de la barrera
hematoencefdlica, por disminucién en la expresién de proteinas de uniones estrecha que
permiten el aumento de la permeabilidad de dichas células al SNC (Afonso y cols, 2008). En
cortes histoldgicos de muestras de anatomia patoldgica de pacientes con paraparesia espastica
tropical se ve una efectiva acumulacion de linfocitos alrededor de los vasos sanguineos (Cartier,
2009).

Los antecedentes previos hicieron sugerir la hipdtesis “La exposicion a productos
secretados de linfocitos infectados por HTLV-I provoca un aumento en el estado de fosforilacion
de subunidades de proteinas motoras en modelo neuronal de células PC12”. Sin embargo, los
resultados de este trabajo, utilizando la estrategia de observar cambios en la movilidad en
electroforesis en dos dimensiones, no confirman esta hipdtesis al no encontrar cambios
significativos en el punto isoeléctrico de las subunidades de las proteinas motoras estudiadas,
gue puedan dar una idea del estado de fosforilacidon de estas. Esto no descarta, que puedan
haber diferencias significativas empleando una metddica mas sensible como es la de revelar el
Western Blot con anticuerpos que reconozcan fosforilaciones especificas, con los que
lamentablemente no dispusimos comercialmente. La ausencia de reporte de fosforilaciones en
sitios especificos (Hirokawa y cols, 2010) aparentemente ha dificultado la obtencién de
anticuerpo comerciales. En su defecto, se puede comparar cambios en grado de fosforilacidn

utilizando anticuerpos anti-serina, anti-treonina y anti-tirosina.

Dada las implicancias éticas que conllevan este tipo de estudios de enfermedades que
afectan a los humanos, se ha descrito un modelo animal de ratas Wistar-King-Aptekman-

Hokudai (WKA) a las que se les administran células MT-2, usando como control células K562,
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en un periodo de 15 meses (Kushida y cols, 1994). No obstante, aunque este modelo presenta
algunas similitudes con lo observado en HAM/TSP desde el punto de vista histopatoldgico,
carece de otras caracteristicas clinicas observadas en pacientes HAM/TSP, como la disfuncidn
en esfinteres, uveitis, artritis, asi como también la ausencia de infiltracion linfocitaria en el SNC
y la dificultad de detectar antigenos del HTLV-l en estas ratas. Por otra parte, se debe
considerar el alto costo experimental y el tiempo requerido para ver efectos, por lo que se ha
preferido el uso de modelos celulares.

Nuestro grupo comenzd a trabajar con dos lineas celulares diferenciables a tipo neuronal,
células SH-SY5Y donde se observd que el medio de células linfocitarias infectadas con HTLV-I
como células MT-2 y ademas medio de cultivo de linfocitos de pacientes (PBMCs) producia
retracciéon de las células ya diferenciadas (Maldonado y cols, 2011; Alberti, 2012).
Posteriormente, con el fin de determinar si en otras lineas celulares diferenciables a tipo
neuronal los productos virales secretados desde las células MT-2 producian algun efecto sobre
ellas, se procedid trabajar con células PC12. En este caso se encontré que el medio de MT-2
retardaba la velocidad del desarrollo neuritico por lo que parecié interesante continuar su
estudio (Pando, 2010). Tanto en los efectos de retraccion, como retardo del desarrollo neuritico
hay involucrado un remodelamiento del citoesqueleto, incluyendo microtubulos,
microfilamentos de actina y neurofilamentos (Luo and O’Loery 2005). La diferencia del efecto
deletéreo observable (retraccidon o retardo del crecimiento) apunta a mecanismos distintos en
cada linea celular (Pando 2010, Maldonado y cols, 2011).

La estabilidad axonal depende de la capacidad del citoesqueleto de ensamblar y
desensamblar sus componentes en respuesta a sefiales extracelulares, la retraccién neuritica
involucra el rapido remodelamiento del citoesqueleto mediado por sefales extracelulares como
las semaforinas (Sayas y cols, 2002). Por otra parte, el bloqueo del transporte axonal
anterégrado y la pérdida del funcionamiento normal de este proceso, puede gatillar Ia
degeneracion (De Vos y cols, 2008).

Se confirmd la secrecidn de Tax desde las células MT-2, que son células linfoblastoides
humanas tipo linfocito T CD4+ con provirus HTLV-l, mediante Western Blot (Fig. 5). Como
control negativo se utilizaron medios de cultivo la linea celular K562, la cual pertenece a un
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eritroblastoma, ampliamente usada en la literatura como control en estudios con HTLV-I
(Watanabe y cols, 2005). En este estudio la proteina viral produce un retardo en el desarrollo
neuritico a partir del tercer dia de diferenciacion (Figs 8 y 9).

Un resultado relevante de este trabajo fue confirmar que el bloqueo de Tax secretado
desde células linfocitarias infectadas con HTLV-I previene el retardo de crecimiento neuritico de
PC12, lo cual confirma que esta proteina es, en parte, responsable directo del efecto. La accién
extracelular de esta proteina viral corresponde al de una forma de 40 kDa. que no contiene
modificaciones postraduccionales, a diferencia de lo que ocurre con la proteina detectada en
plasma de pacientes y en medio de cultivo de linfocitos humanos de estos mismos pacientes
donde se demuestra que esta poliubiquitinada (Medina, 2010; Godoy, 2011, Quintremil, 2012).
En el modelo de retracciéon de células SH-SY5Y, se demostré que los medios de cultivo de
células mononucleares periféricas de pacientes HAM/TSP también producen retraccion
neuritica similar a lo observado con medios de cultivo de células MT-2 (Alberti, 2012). Esto
implica que seria importante analizar si el plasma o medio de cultivo de células mononucleares
de sangre periférica de pacientes, donde Tax se encuentra ubiquitinado, produce la misma

accion sobre el retardo del desarrollo neuritico de las PC12.

Otra etapa importante de este trabajo fue determinar si Tax producia cambios en el grado
de fosforilacion de subunidades de las proteinas motoras. Al no disponer de anticuerpos
especificos para estas detecciones, se decidié intentar la técnica de electroforesis en dos
dimensiones que podria permitir distinguir poblaciones de proteinas con un distinto punto
isoeléctrico permitiendo suponer diferencias en el grado y tipo de modificaciones
postraduccionales que afectaria la migracion en la etapa de isoelectroenfoque, para
posteriormente realizar un Western Blot con estos geles.

La presencia de las subunidades de la kinesina KIF5, cadena liviana y cadena pesada se
determiné a través de Western Blot. Se observaron las especies de peso molecular 120 kDa
correspondiente a la cadena pesada (KHC) y las especies de 74 kDa y 66 kDa, la primera
pertenece a la sefial de la cadena liviana isoforma a (KLCa) y la segunda a la cadena liviana
isoforma b (KLCb), todas estas sefales de acuerdo a lo descrito en la literatura se encuentran

presentes en tejidos neuronales (Hirokawa y cols, 2008; DeBoer y cols, 2008; Dillman vy Pfister,
45



1994). Como se concluye de las cuantificaciones de las sefiales, estas proteinas no se ven
alteradas (aumentadas o disminuidas) en su expresion proteica en ninguno de los dias y en
ninguna condicién. Estos resultados permiten suponer que la proteina Tax no estaria ejerciendo
un efecto en la maquinaria que permite la traduccién génica de estas subunidades. Por lo que
el posible efecto deletéreo en el trasporte axoplasmico podria deberse una desregulacién en el
grado de fosforilacién de estas subunidades de proteinas motoras.

Como no se encuentra descrito que en SDS-PAGE se pueda distinguir la presencia de
fosforilacién en dichas proteinas, se procedié a montar la técnica del 2D para luego realizar
Western Blot. La comparacion de la migracidn relativa de proteinas en 2D podria permitir la
determinacién de modificaciones postraduccionales, como las fosforilaciones, de las
subunidades de motores moleculares estudiados, kinesina y dineina citoplasmaticas. La
aplicacidon de la técnica de separacion electroforética en 2D requirid un montaje especial a fin
de poder detectar el maximo numero de proteinas separadas que permitiera obtener
resultados reproducibles con los lisados de PC12 a fin de efectuar una comparacién en las
condiciones tratadas con medios de MT-2 o bien de K562. El uso de estandares comerciales
para demostrar una efectiva separacion por IEF logré confirmar que la técnica era eficiente
tanto en la separacion por pl como por peso molecular. A partir de ese punto se comenzaron a
utilizar muestras con matrices cada vez mas complejas, como el liquido cefaloraquideo y
homogeneizado de cerebro de rata, para finalmente, trabajar con lisados celulares de linea
celular PC12. El punto clave mostré ser la limpieza de las muestras, lo que se logrd
eficientemente mediante sucesivas etapas de precipitacién de proteinas mediante el kit “2-D
Clean-Up” (GE Healthcare). Las condiciones de corrida del isoelectroenfoque utilizadas fueron
las sugeridas por el fabricante del Ettan 3 IPGphor (GE Healthcare). La segunda dimension se

realizé en geles de poliacrilamida al 10% sin gel separador.

El gel de SDS-PAGE, producto de la corrida en la segunda dimensién, una vez
electrotransferido permitié determinar especificamente la posicion y migracion relativa de las
proteinas de interés. Al comparar las posiciones en las dos condiciones en presencia del medio
de células infectadas con HTLV-l o del medio de células controles donde no se observan

desplazamientos significativos de las sefiales, sugiere que los productos virales,
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especificamente Tax, no altera el estado de fosforilacion de las subunidades. Cabe destacar que
estos resultados no descartan categéricamente cambios en el grado de fosforilacién de las
subunidades de las proteinas motoras. Esto se debe, a que las variaciones en carga al
encontrarse fosforiladas pueden estar bajo el limite de resolucién o sensibilidad del 2D. Para
resolver estos puntos, una vez establecidos los valores de pl en los que se aprecian las sefales
gue representan las proteinas de estudio, se deberia utilizar rangos mds estrechos de pH en el
isoelectroenfoque lo que permitiria mejorar la resolucidn y observar diferencias en la movilidad
relativa en las distintas condiciones. Por otra parte, seria importante identificar mediante
Espectrometria de Masas las subunidades y determinar las modificaciones postraduccionales
presentes en las células sometidas a medios con productos virales del HTLV-l en comparacién
con los controles, observando por tanto el grado de fosforilacidn. Finalmente, otra alternativa
la constituye el uso del Western Blot de anticuerpos especificos para la deteccidn de especies
fosforiladas de las subunidades de estos motores, no disponibles en el tiempo en que se

desarrollaron los experimentos presentados en este escrito.

La subunidad KLCs de kinesina 1 (KLC1), que transporta componentes del citoesqueleto,
mitocondrias y otras vesiculas membranosas, al ser fosforilada por GSK3-B disminuye la uniény
velocidad del transporte anterégrado (Morfini y cols 2002a; Vagnoni y cols, 2011). También se
ha visto que la CAMKII fosforila a la familia de kinesina 2 (KLC2). Por otra parte, KHC es
fosforilado por JNK3 y se observa reduccién de la unién a microtubulos e inhibiciéon del
transporte (Morfini y cols, 2009) produciendo una liberacién de los cargos (Guillaud y cols,
2007; Vagnoni y cols, 2011). Si efectivamente no hay cambios en el grado de fosforilacién,
significaria que Tax extracelular no afecta las vias que den cuenta del aumento de activacién de
dichas enzimas. Hay estudios en PC12 que muestran que la fosforilacion de la cadena
intermedia de dineina por MAP quinasa ERK 1/2 (Mitchell y col, 2012), que corresponde a una
quinasa regulada extracelularmente por la via de Trk, inicia el reclutamiento de dineina hacia
los endosomas para su transporte retrogado. Esta misma cadena fosforilada disminuye su

interaccion con dinactina, proteina considerada como un adaptador del cargo.
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De estas quinasas, ya se ha descartado en nuestro grupo de investigacién que Tax afecta
la actividad quindsica de GSK3-B (Quintremil, 2012). Otro dato importante obtenido en el
Laboratorio es que Tax, en células PC12, produce una disminucién de la forma fosforilada de la
fosfatasa PP2A, lo que sugiere que su actividad estaria aumentada, y junto con esto se ha
encontrado una disminucidn de la actividad de Cdk5 (Quintremil, 2012). Esto en su conjunto
implica que hay que realizar estudios sobre cambios en el balance entre actividades quinasicas
y fosfatasicas, y ademas en su localizacién donde en el cono de crecimiento podrian dar cuenta

del efecto del retardo en crecimiento neuritico producido por Tax.

La electroforesis bidimensional es una herramienta ampliamente utilizada en estudios
de protedmica relacionados con la deteccién de modificaciones postraduccionales como
fosforilaciones y glicosilaciones, entre otras. El haber encontrado resultados reproducibles en
muestras de los lisados celulares de PC12 sometidas a la exposicidn de productos virales de
HTLV-1 y su condicién control es un importante logro para futuros estudios. Para poder estudiar
fosforilaciones por ejemplo, mediante Espectrometria de Masas, se requiere de disponer de
muestras de estas subunidades de kinesina y dineina mucho mas concentradas, puesto que las
bandas detectadas por Western Blot no correlacionan con bandas de proteinas en la segunda
dimension de la electroforesis bidimensional. Para concentrar estas subunidades en lisados de
células PC12, se podria inicialmente inmunoprecipitarlas, sometiendo luego esta muestra a
electroforesis bidimensional. Posteriormente, las bandas del gel que corresponden a dichas
proteinas, deducido por el Western Blot, se removerian del gel para someterlas a protedlisis

con tripsina con el objeto de identificar secuencias fosforiladas por Espectrometria de Masas.

Si se requiriera aun una mayor concentracion de los péptidos fosforilados de las
subunidades de kinesina y dineina presentes en las bandas proteolizadas del gel, se podrian
absorber en columnas de Galio ampliamente utilizadas para concentrar fosfopéptidos. Asi se
dispondrian de muestras mas concentradas de péptidos fosforilados lo que facilitaria la
deteccién por Espectrometria de Masas de secuencias fosforiladas en muestras de PC12

sometidas a la exposicion de productos virales comparado con condiciones controles.
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8. Conclusiones

1. El retardo en el crecimiento neuritico de células PC12 debido a la exposicion de
productos secretados del HTLV-I puede ser bloqueado con anticuerpo anti-Tax. Por lo que se

deduce que esta proteina viral participa en el efecto deletéreo observado.

2. Las subunidades de kinesina KIF5, cadena pesada vy liviana y la cadena intermedia de la
dineina citoplasmatica, no presentan cambios en sus niveles proteicos en células PC12 durante
los 3 dias de diferenciacion al ser expuestas a la accidon de Tax extracelular secretada de células
MT-2. Al tercer dia de diferenciacidn no existe diferencia significativa en el punto isoeléctrico

de estas subunidades en la condicion MT-2 comparada con el control K562.

3. La hipdtesis propuesta “La exposicion a productos secretados de linfocitos infectados por
HTLV-I provoca un aumento en el estado de fosforilacion de proteinas motoras en modelo
neuronal de células PC12” no se cumple en vista de los resultados obtenidos en este trabajo; sin
embargo, los métodos empleados no son suficientes para descartarla completamente, ya que
se pueden utilizar otros métodos con mejor resolucidon y sensibilidad como es el uso de

anticuerpos especificos contra especies fosforiladas.
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