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La reaccion catalizada por la 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1) es el paso
limitante de la glucdlisis. Existen 3 genes que codifican para las tres isoenzimas
descritas de la PFK-1: la muscular, la hepatica y plaquetaria. La pérdida de la
isoenzima muscular de la PFK-1 es la causante de la glucogenosis de tipo VII o
enfermedad de Tarui. Esta se caracteriza por la ausencia de actividad PFK-1 en
el musculo esquelético y un déficit parcial en el eritrocito. Los sintomas mas
comunes son miopatia con intolerancia al ejercicio y anemia hemolitica
compensada. Debido a su baja incidencia y a la ausencia de un modelo en
raton, actualmente son poco conocidas las adaptaciones fisioldgicas y
bioquimicas, asi como la interaccion entre los diferentes tejidos afectados por el
déficit de PFK-1M.

En este trabajo se ha generado un modelo murino de glucogenosis de
tipo VII mediante técnicas de recombinacibn homologa en células ES. Este
animal reproducia la sintomatologia caracteristica de esta enfermedad asociada
con una elevada mortalidad. Asi, el musculo esquelético de estos animales
presentaba un blogueo glucolitico que provocaba el acumulo de hexosas
monofosfato y glucdégeno. Este bloqueo glucolitico estaba acompafiado por una
severa intolerancia al ejercicio, caracterizada por una depleciébn del ATP
muscular. Asimismo, el estudio de la musculatura implicada en la respiracién
revel6 una severa afectacidon morfologica y bioquimica asociada a una posible
alteracion funcional de este proceso. Del mismo modo, la musculatura cardiaca
también estaba afectada por la carencia de PFK-1M.

Paralelamente, se estudi6 si este animal reproducia las alteraciones

eritrocitarias descritas en los pacientes. Asi, los ratones deficientes en PFK-1M
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presentaban una hemolisis cronica caracterizada por un elevado namero de
reticulocitos en sangre. Se observé también una esplenomegalia asociada a un
incremento del nimero de precursores hematopoyéticos en este 6rgano. El
analisis bioquimico del eritrocito evidencié un bloqueo glucolitico con una
marcada reduccion del 2,3DPG. Esta disminucién provocaba una respuesta a
hipoxia en la musculatura esquelética caracterizada por la expresion de HIF-1a.

Como consecuencia de estas alteraciones musculares y eritrocitarias la
musculatura esquelética de los animales Pfkm” no podia compensar la carencia
glucolitica provocando una situacibn de estrés energético cronico que se

reflejaba en una pérdida de la funcionalidad muscular.
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1. LA FOSFOFRUCTOQUINASA 1.

La glucdlisis es la via metabdlica utilizada por la mayoria de organismos
para degradar la glucosa. Se inicia con una molécula de glucosa y finaliza con la
obtencion de dos moléculas de piruvato. Durante este proceso, se obtiene
energia en forma de ATP asi como intermediarios del metabolismo. Este
proceso esta constituido por una serie de reacciones consecutivas que
requieren de la participacion de diferentes enzimas. El enzima responsable de la
regulacion de la entrada a la via es la 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1, EC
2.7.1.11). Cataliza la reaccion de fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a partir
de ATP para producir fructosa-1,6-bisfosfato (fructosa-1,6-P,). Posteriormente,
este compuesto es metabolizado hasta piruvato por el resto de reacciones

glucoliticas.

1.1. ISOENZIMAS.

En mamiferos se han descrito tres isoenzimas codificadas por tres genes
localizados en cromosomas diferentes: a) la muscular, PFK-1M o PFK-1A,
(localizada en el cromosoma 12q13), la hepatica, PFK-1L o PFK-1B, (en el
cromosoma 21q22.3) y ¢) la plaquetaria, PFK-1P o PFK-1C (en el cromosoma
10p15.2-p15.3). Los cDNAs de los tres genes humanos han sido clonados
(Nakajima et al., 1987;Gehnrich et al., 1988;Sharma et al., 1989;Eto et al.,
1994) asi como las secuencias de los correspondientes genes (Yamasaki et al.,
1991;Elson et al., 1990;Nakajima et al., 2002).

Los productos de estos tres genes se pueden combinar para formar tanto

homotetrdmeros como heterotetrameros que son la forma activa de la enzima.
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Estas combinaciones dan lugar a isoformas con propiedades alostéricas y
cinéticas diferentes. Por ejemplo, la isoforma muscular presenta una mayor
afinidad por la fructosa-6-P, la fructosa-2,6-P, y por el AMP a la vez que es
menos sensible a la inhibicién por ATP (Kasten and Dunaway, 1993).

Cada uno de estos genes se expresa de forma diferencial dependiendo

del tejido o el tipo celular (Tabla 1).

PFK1-M PFK1-L PFK1-P
Musculo esquelético, Higado, eritrocito, rifién, Cerebro, plaquetas,
diafragma, corazon, placenta, tiroides, fibroblastos, linfocitos,

cerebro, eritrocito, adipocito, cerebro, tiroides, pulmén, bazo,
testiculo, pulmon, rifidn, corazon, testiculo, testiculo, musculatura
estomago, célula p. pulmoén, bazo, uterina, célula g.

musculatura uterina,

célula B.

Tabla 1. Distribucién tisular de las isoenzimas de la PFK-1t

El musculo esquelético expresa solo la isoenzima muscular, de forma que
s6lo se pueden producir los homotetrameros M4. De forma similar, el higado
Gnicamente contiene tetrameros L4. En cambio, el eritrocito humano expresa la
isoenzima muscular a la vez que la isoenzima hepatica, pudiendo oligomerizar
para formar los dos homotetrdmeros y las tres isoformas hibridas. De igual

manera, otros tejidos pueden producir los tetrdmeros formados por la

! Modificado de (Nakajima et al., 2002)
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combinacion de dos o tres isoenzimas (Vora et al., 1980b). Asi por ejemplo, el
cerebro expresa las tres isoenzimas (Zeitschel et al., 1996) al igual que la célula
B del pancreas (Ma et al., 1996) dando lugar a las 15 posibles isoformas.

La proporciéon de cada una de estas isoformas viene determinada por el
tipo celular o la localizacion dentro del tejido (Zeitschel et al., 1996). También,
se han descrito alteraciones de estas proporciones asociadas a la maduracion
del cerebro (Mhaskar et al., 2000;Mhaskar and Dunaway, 1996;Mhaskar and
Dunaway, 1995), del corazon (Mhaskar et al., 2000;Mhaskar and Dunaway,
1991;Thrasher et al., 1981) y del masculo esquelético (Thrasher et al., 1981).
Ademas, durante el envejecimiento se han descrito cambios en el patron de
expresion de las tres isoformas (Dunaway et al., 1986;Kasten et al., 1993). La
variacion en las proporciones responde a la necesidad celular de adaptarse a
diferentes requerimientos energéticos. Asi, un incremento de la isoforma
muscular implica una mayor afinidad por la fructosa-6-P y una mayor respuesta
a los efectores como la fructosa-2,6-P,. De esta manera, se favorece un
incremento en la utilizacion de la glucosa como sustratos energético (Dunaway
and Kasten, 1989).

El gen que codifica para la PFK-1L humana tiene aproximadamente 28
Kb de longitud y estad dividido en 22 exones (Elson et al., 1990). EIl RNA
mensajero tiene un tamafio de 2,7 Kb incluyendo las regiones 5 y 3 no
traducidas, siendo la region codificante de unas 2,3 Kb (Gehnrich et al., 1988).
La transcripcion del gen esta regulada a nivel hormonal y nutricional. Asi, se

activa por insulina y se inhibe por glucagén. (Gehnrich et al., 1988).
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En pacientes con sindrome de Down se ha descrito una sobreexpresion
de la isoenzima hepéatica (Pantelakis et al., 1970;Benson et al., 1968), ya que
ésta se encuentra codificada en el cromosoma 21. En cambio, la sobreexpresion
de este gen en ratones transgénicos no se refleja en un incremento de la
actividad en el cerebro adulto (Elson et al., 1994). Por otro lado, si que se
observé un incremento de dos veces la actividad en el cerebro embrionario de
dichos ratones (Elson et al., 1994). Este hecho pone de manifiesto la compleja
regulacién, no solo tisular sino también temporal, en la expresién de la PFK-1L.
Ademas, este animal transgénico es ligeramente hiperglucémico con una
secrecion de insulina en respuesta a glucosa anormal (Knobler et al., 1997).
Este hecho es debido a la presencia de la isoforma hepatica en la célula
pancreatica.

El gen que codifica para la isoenzima PFK-1C ha sido relativamente poco
estudiado en comparacién con las otras dos isoenzimas. A diferencia de los
genes muscular y hepatico, la PFK-1C no se expresa de forma Unica en ningun
tejido, siempre aparece en combinacidén con alguna de las otras isoenzimas. Por
ello, sus propiedades y su regulacion no son del todo conocidas. Aunque su
distribucion tisular es amplia, parece que se expresa principalmente en tejidos
neuroendocrinos. Asi, se ha demostrado su expresion en diferentes regiones del
cerebro y en la pituitaria anterior (Gekakis et al., 1994). Ademas, se ha descrito
su expresion en el corazén, timo, testiculos (Gunasekera and Kemp, 2000) y en
la célula B pancreética (Yaney et al., 1995). El gen de la PFK-1C es el més
grande de los tres, con un tamafio de aproximadamente 55kb, con 22 exones

que codifican para un RNA mensajero de 2,6 Kb (Gunasekera and Kemp, 2000).
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1.1.1. La isoenzima muscular de la PFK-1.

La isoenzima muscular comprende una regién genémica de unos 30 Kb,
con la secuencia codificante distribuida en 24 exones. Se han descrito 4
transcritos en humanos y 5 en raton, que difieren en sus regiones 5~ no
traducidas. Esta diversidad de transcritos es debida a una compleja regulacion
transcripcional ya que este gen contiene tres regiones promotoras diferentes
(Nakajima et al., 1994;Yamasaki et al., 1991;Yamada et al., 2004) (Figura 1).

El promotor 1 es el responsable de la transcripcion del mRNA de tipo C
(EcoRI- en raton) a partir del exon 1. Esta region reguladora es una secuencia
rica en CG, con lugares de union Spl (Johnson and McLachlan, 1994). Se ha
demostrado que estas secuencias son suficientes para promover la transcripcion
en células He-La y en células de mioblasto C,Ci, (Yamasaki et al., 1991). Este
tipo de mRNA se ha detectado en una amplia variedad de tejidos incluyendo
mausculo, higado, cerebro, pulmén y riidon (Nakajima et al., 1990). Estos datos
sugieren una expresion constitutiva sin especificidad muscular a partir de este

promotor.
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Figura 1. Estructura de la regiéon 5’ del gen de la PFK-1M. (A) Gen humano (B)

Gen murino.

Los transcritos tipo A y B (EcoRI+ en ratdn) son dirigidos por el segundo
promotor situado dentro del intrén 1. Estos RNA mensajeros difieren entre ellos
en la presencia del intrén 2 en el transcrito de tipo B 0 en su ausencia en el de
tipo A. Dentro de esta secuencia promotora también se han descrito la
presencia de lugares de unién Spl asi como secuencias similares a la caja TATA
y similares a la caja CAAT. Asimismo, esta region también contiene secuencias
similares a elementos especificos de musculo como cajas E (E-Box) para la
uniéon de factores de transcripcion como MyoD y Miogenina, asi como varias

copias de la secuencia M-CAT (Gekakis and Sul, 1994;Yamasaki et al., 1991;Le
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et al., 1994). Estos elementos confieren especificidad muscular a los transcritos
de tipo Ay B (Yamasaki et al., 1991;Nakajima et al., 1994).

Este sistema de dos regiones reguladoras también se ha relacionado con
el patrén de expresion temporal de la PFK-1M. Durante el periodo fetal hay co-
expresion de las tres isoenzimas en la musculatura. Posteriormente, durante un
corto periodo después del nacimiento, el musculo cambia el patrén de
expresion pasando a producir exclusivamente la isoforma muscular (Dunaway
et al., 1986). Este cambio estd asociado a un incremento de su expresion al
diferenciar el mioblasto a miotubo (Gekakis et al., 1989). Posteriormente, los
mismos autores han demostrado que para que se produzca el incremento en la
expresion de PFK-1M durante la diferenciacion de mioblasto a miotubo es
necesaria una regién situada entre -4800 y — 3900. Esta region coincide con la
localizacion del promotor distal (promotor 1) (Gekakis and Sul, 1994).

Una posible tercera region reguladora seria la responsable de promover
la expresion de la ultima isoforma transcripcional descrita (Yamada et al.,
2004). Este transcrito incorpora, en la region 5 no traducida, tres nuevos
exones situados a 14,6 Kb en gen humano y 18,1 Kb en la secuencia murina de
I'exn 3, (el exdn que contiene el inicio de traduccién). Este producto,
denominado TE-PFKM, presenta expresion restringida a testiculos adultos y
también se expresa, pero de forma transitoria, en la mitad de la gestacion del
embridn de raton. En este mismo estudio se han descrito también la presencia
de pequefios transcritos poliadenilados, como el #29 (Figura 1B), que

comparten los exones de la isoforma TE-PFKM. El significado bioldgico de estos
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pequefios RNAs estad poco claro, pero se ha postulado la posibilidad de que
tengan un papel en la regulacién de la expresion del gen.

Esta diversidad de regiones 5 no traducidas ha sido descrita en otros
genes como un mecanismo regulador a nivel traduccional (Wilkie et al., 2003).
De acuerdo con esto, dentro de la region 5’ de la PFK-1M se han identificado
diversas secuencias implicadas en este tipo de regulacion, como por ejemplo
regiones de polipirimidinas (Nakajima et al., 1994). La presencia de diferentes
regiones reguladoras separadas podria controlar la expresion segun el grado de
compactacion de la cromatina. Esto es especialmente relevante en la forma TE-
PFKM, ya que durante la diferenciacion de les células germinales masculinas
existen importantes cambios estructurales en la cromatina.

Como conclusion, este sistema de varios promotores, con gran
heterogeneidad en les regiones 5 no traducidas, podria ser un complejo
mecanismo de regulacion para ajustar los niveles de la PFK-1IM a los
requerimientos tisulares y temporales.

Las modificaciones descritas anteriormente no afectan directamente a la
secuencia codificante ni, por tanto, a la cadena aminoacidica de la proteina. En
este sentido, se ha descrito una forma procesada que pierde el exén IX
(Sharma et al., 1990). Este salto de exdén se ha detectado principalmente en
pulmén, aorta y en células de hepatoma HepG, /n vitro, asi como en otros
tejidos que no expresan la isoenzima muscular como prioritaria (Nakajima et
al., 1990). Esta pérdida del exon IX daria lugar a una proteina truncada, que no

tendria actividad catalitica. Esto podria implicar una regulacion post-

10
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traduccional al tetramerizar con otras isoenzimas expresadas normalmente. Aun
asi, la importancia fisiol6gica de este mecanismo no esté clara.

Los datos anteriores se deben interpretar con prudencia, ya que existen
importantes diferencias segun la especie estudiada. De esta manera, el
transcrito de tipo A no se ha identificado en raton, y el tipo TE presenta una

forma en humano y dos formas diferentes en raton (Figura 1).

1.2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD PFK-1.

El balance energético de la reaccion catalizada por la PFK-1 es tan
exergonico que la hace irreversible en condiciones celulares. Asi, para revertir la
reaccion se necesita la actuacion de un segundo enzima, la fructosa-1,6-
bisfosfatasa (F-1,6-BPasa). Esta caracteristica, unida a una compleja regulacién
alostérica, hace del ciclo PFK-1/ F-1,6-BPasa el principal punto en el control del
flujo de carbono por la via glucolitica. Con la finalidad de evitar un ciclo futil
entre estos dos enzimas, su regulacién esta coordinada de manera que los
efectores alostéricos comunes actian de forma opuesta entre ellas.

Los principales activadores alostéricos biologicos de la actividad PFK-1
son: el ADP, AMP y la fructosa-2,6-P,. Por otro lado, el ATP, el citrato y el pH

acido actuan como inhibidores de la actividad de la enzima (Figura 2).

11
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Gluconeogénesis/Glucogenogénesis

ATP fructosa 6-fosfato P,
g e
bt fructosa-2,6-P,
PFK-1 F-1,6BPasa

ADP fructosa-1,6-P, H,0

Glucodlisis

Figura 2. Principales reguladores del ciclo PFK-1/F-1,6BPasa.

Algunos de estos compuestos, como el ADP, ATP y el citrato, actian
influyendo en la interconversién del dimero en tetrdmero, que es la forma
activa de la enzima (Hesterberg and Lee, 1982). Los efectos reguladores
dependen de la composicion de la isoforma. En la Tabla 2 se pueden observar
algunos pardmetros cinéticos y de regulacion de las tres isoformas

homotetraméricas de la PFK-1.

12
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PFK-M

PFK-L

PFK-P

Locus

12913

21022.3

10p15.3-p15.2

Peso molecular

85000

85000

85000

Inhibicién por ATP

+++

+

Inhibicién por citrato

+++

+

Activacion por
G 1,6-P2

+++

+

Activacion por NH4+

+

+

Cinética para la
F-6-P

sigmoidal

sigmoidal

Sigmoidal, casi hiperbdlica

Km para la F-6-P (coeficiente de Hill)

0.25 mmol/I ATP @0 o G
0.5 mmol/I ATP (éjg) (2:3) ?1'?22)
1.0 mmol/I ATP @ @ R
2.0 mmol/I ATP (3;2) (gji) (iig)

Tabla 2. Propiedades cinéticas y regulacion de las diferentes isoformas de la PFK-1.

La PFK-1 se regula basicamente en respuesta a la carga energética de la
célula. Asi, los niveles de ATP incrementados estarian indicando que el estado
energético celular es elevado y que por tanto no es necesario incrementar el
flujo de la via glucolitica. Cuando el ATP incrementa se une a la PFK-1 en un
lugar diferente al de cuando actla como sustratos. Esta unién provoca una
reduccion en la afinidad de la enzima por la fructosa-6-P y por tanto una
reduccion de su actividad. En el caso contrario, los niveles de ATP bajos
activarian la PFK-1M incrementando el flujo por la glucodlisis. Dado que la
concentracion de ATP intracelular practicamente no varia de forma importante y
que los niveles de ATP celular son suficientes para mantener la actividad PFK-1
inhibida, parece poco probable que el ATP pueda ser fisiologicamente un
regulador de la actividad PFK-1. Esto implica que el sensor energético que

modula la actividad PFK-1 ha de ser otro. En este sentido, el AMP tiene la
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capacidad para revertir esta inhibicion activando la PFK-1 y, por tanto,
aumentando el flujo glucolitico. Los niveles de AMP en las células musculares
estan estrechamente relacionados con los de ATP por la accion de la enzima
mioquinasa (MK). Esta enzima cataliza la conversion de 2 ADP para dar lugar a
ATP y AMP. En condiciones normales esta reaccion se encuentra en equilibrio,
de forma que pequefias variaciones en la concentracibn de ATP implican
grandes cambios en el AMP. De esta manera, los niveles de AMP serian los
encargados de incrementar el flujo glucolitico revertiendo la inhibicion del ATP.
Asi, el estatus energético celular modularia el flujo glucolitico a través de la
accion del AMP sobre la PFK-1.

Se ha descrito que el citrato también provoca la inhibicion de la actividad
PFK-1. No obstante, la importancia fisioldgica de esta inhibicion no es del todo
clara, especialmente en el masculo esquelético (Peters and Spriet, 1995).

Los efectos de los nucledtidos de adenina sobre la PFK-1 se ven
reforzados por el efecto contrario que provocan en la F-1,6-BPasa. Asi, el ATP y
el citrato producen, una fuerte activacion de la enzima, mientras que el ADP y
el AMP la inhiben. Estos efectos opuestos en los dos enzimas facilitan una
regulacién muy precisa del flujo por la via glucolitica evitando la pérdida de
energia en un ciclo fatil.

Un importante activador alostérico de la PFK-1 es la fructosa-2,6-P,. Este
metabolito es producto de la actividad fosfofructoquinasa-2 (PFK-2) a partir de
la fructosa 6-fosfato, y es degradado por la accién de la F-2,6-BPasa. Estas dos
actividades enzimaticas estan localizadas en un solo complejo proteico

bifuncional.

14



INTRODUCCION

En el masculo esquelético la concentracion de fructosa-2,6-P, incrementa
por accion de la insulina (Bosca et al., 1985), adrenalina (Hue et al., 1982),
contracciones inducidas por el ejercicio fisico (Krause and Wegener, 1996) o
por estimulacion eléctrica (Green et al., 1991). Este incremento en los niveles
de fructosa-2,6-P, es probablemente secundario al aumento de fructosa-6-P
debido al incremento en la captacion de glucosa y degradacion del glucégeno.

La glucosa-1,6-P; es la segunda hexosa bifosforilada con capacidad para
regular positivamente la actividad de la PFK-1, principalmente en tejidos extra-
hepaticos (Beitner, 1984;Beitner, 1990). Se ha descrito que este metabolito
incrementa durante la contraccion muscular (Bassols et al., 1986) y por la
estimulacion con insulina (Chen-Zion et al., 1992). Actualmente, se considera
que el origen de este metabolito estd en la fosforilacion con alta Km de la
glucosa-6-P por parte de la propia PFK-1 (Yamada et al.,, 1991). Este
mecanismo constituiria un sistema autocatalitico que permite aumentar la
actividad PFK-1 cuando hay niveles elevados de hexosas monofosfato.

Las asociaciones intra- e inter-moleculares también se han propuesto
como mecanismos de regulacion de la actividad de esta enzima. La
fosfofructoquinasa muscular puede estar en diferentes estados de agregacion,
siendo el tetramero la forma activa de la enzima (Lee et al., 1989). Se han
descrito agregaciones de orden superior al tetrdmero y aunque se han
postulado posibles funciones biologicas, no hay evidencias claras (Aragon and
Sols, 1991). Asimismo, la PFK-1 tiene capacidad para interaccionar con otras
enzimas como la aldolasa (Orosz et al., 1987) o la F-1,6-BPasa (Ovadi et al.,

1986). Por otro lado, se han descrito interacciones con elementos celulares
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como los filamentos de actina (Kuo et al., 1986;Liou and Anderson, 1980) , los
microtubulos (Lehotzky et al., 1993) o la caveolina-3 (Scherer and Lisanti,

1997;Sotgia et al., 2003) y caveolina-1(Raikar et al., 2006).
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2. FISIOLOGIA Y METABOLISMO DEL MUSCULO

ESQUELETICO.

El musculo esquelético representa una especializacion hacia la funcion
locomotora. Asi, la célula muscular ha adaptado su maquinaria molecular a la
conversion de la energia quimica en trabajo mecanico. De esta forma, las fibras
musculares son largas células multinucleadas caracterizadas por la presencia de
largos haces de proteinas contractiles en su citoplasma. Para que este conjunto
de proteinas pueda realizar su funcidon necesita la energia quimica acumulada
en el ATP celular. De esta forma, la fibra muscular debe ser capaz, por un lado,
de mantener reservas energéticas y, por otro, de obtener energia rapidamente

para utilizar en el momento en que se demande actividad contractil.

2.1. LA CONTRACCION MUSCULAR.

La contraccion muscular se inicia con la llegada de la sefial en forma de
potencial de accion. Este estimulo provoca la liberacién de calcio del reticulo
sarcoplasmatico hacia el sarcoplasma permitiendo el desplazamiento de las
cadenas de miosina y actina. Posteriormente, las bombas de calcio se encargan
de retornar este al reticulo. Tanto el desplazamiento de las cadenas de actina y
miosina como la accion de las bombas requieren la participacion de elevadas
cantidades de energia que se obtiene a partir del ATP celular.

El ciclo de contraccion se inicia con la cabeza de la miosina unida al
filamento de actina. La unién de ATP a la cabeza de la miosina produce una

reduccion de la afinidad de la misma por la actina y se separa de ésta. La
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hidrolisis parcial del ATP (durante la cual el ADP y el Pi permanecen unidos a la
miosina) activa la cabeza de la miosina que experimenta un cambio
conformacional y contacta a una molécula de actina. Esta uniéon produce la
liberacion de Pi. Una vez unida a actina, la cabeza de la miosina experimenta un
nuevo cambio conformacional que se traduce en un desplazamiento y en la
liberaciébn de ADP. De esta manera, cada cabeza de miosina se desplaza hacia
un extremo. Mientras la concentracion de Ca®* sea alta y exista ATP disponible,
los ciclos de formacién de puentes actina-miosina se suceden y el sarcomero
contindia contrayéndose. La carencia de ATP provoca el bloqueo del complejo

actina-miosina provocando la rigidez muscular y el rigor mortis.

2.2. METABOLISMO MUSCULAR.

Debido a su especializacion, el musculo esquelético ha adaptado no sélo
su magquinaria contractil, sino también su metabolismo. En la Figura 3 se
indican las principales vias de obtencion de energia por la célula muscular.

El muasculo esquelético puede utilizar varios sustratos para obtener
energia: la glucosa, los acidos grasos, los cuerpos ceténicos, y los aminoacidos.
La utilizacién de uno u otro viene en funcion del grado de actividad que se
requiera. En condiciones de reposo muscular el principal combustible son los
acidos grasos que provienen del tejido adiposo y la dieta. Estos son degradados
por la beta-oxidacion y el acetil-CoA resultante es oxidado hasta CO, en el ciclo
del acido citrico. Los electrones obtenidos en este proceso son transferidos al
O, obteniendo ATP mediante la fosforilacion oxidativa. Los acidos grasos son la

fuente energéticamente mas rentable para la célula muscular. Aun asi, cuando
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la demanda de ejercicio fisico es moderada la fibra muscular utiliza, ademas de
los acidos grasos, cuerpos cetdnicos y glucosa captada de la sangre. La glucosa
es degradada por la via glucolitica hasta piruvato y éste es convertido en acetil-
CoA para entrar juntamente con los cuerpos cetonicos en el ciclo del acido
citrico. Finalmente, cuando la fibra muscular esta sometida a una actividad
intensa, la demanda de ATP se hace superior a la capacidad de aporte de
oxigeno y sustratos oxidables de la sangre hacia el musculo. En este punto el
musculo pone en marcha su capacidad de metabolizar la glucosa a lactato
obteniendo dos ATP extras que se unen al ATP basal obtenido por oxidacién a

la vez que regenera el NAD™.
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Figura 3. Principales vias de obtencion de energia en la célula muscular.
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Para que esta energia se obtenga de forma rapida, independiente de la
velocidad de llegada de los sustratos por la sangre, la célula muscular utiliza la
reserva de glucosa almacenada en forma de glucégeno. Asi, esta via permite la
obtencion rapida de energia en condiciones anaerébicas. A pesar de que la
obtencion de energia por la degradacion del glucégeno es un mecanismo
rapido, se necesitan algunos segundos para que el sistema entre en
funcionamiento oOptimo. Para cubrir este lapso de tiempo, la célula muscular
tiene otro mecanismo de obtencion de energia rapida no dependiente del
metabolismo de sustratos. Este sistema se basa en las reacciones de la
creatinquinasa y de la mioquinasa.

El musculo contiene grandes cantidades de la enzima creatinquinasa
(CK). La isoforma mitocondrial de esta enzima (MiCK) se encarga de trasferir un
fosfato a partir del ATP a la creatina para obtener creatina fosfato que es
exportada al citoplasma. Durante los primeros segundos de contraccion intensa,
la célula muscular consume mas rapidamente el ATP de lo que lo puede
obtener por catabolizacion de sustratos. En este punto, la isoforma miofibrilar
(MMCK) restaura el ATP a partir de la transferencia al ADP del fosfato
almacenado en la fosfocreatina. Este sistema permite mantener elevados los
niveles de ATP durante los segundos iniciales de la contraccion. Adicionalmente,
cuando el consumo de ATP es elevado y los niveles de ADP incrementan, se
induce la actividad de la enzima mioquinasa. De esta forma se obtiene mas ATP
para mantener la actividad contractil. Cuando los niveles de AMP son elevados,
éste se degrada por acciéon de la AMP desaminasa para producir inosina y

amonio que se excretan a sangre.
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La célula muscular no dispone de la enzima glucosa-6-fosfatasa y por
tanto la glucosa-6-P derivada de la degradacién del glucégeno es para su uso
propio. Por ello, el glucogeno muscular es una reserva exclusiva para la
obtencion de energia rapida por la glucélisis anaerdbica en la célula muscular.
El glucogeno muscular es repuesto durante la fase de recuperacion del ejercicio
fisico. En este momento, el higado utiliza el lactato liberado por el metabolismo
anaerdébico muscular para obtener glucosa por la via gluconeogénica. Esta
glucosa es liberada al torrente sanguineo y utilizada posteriormente por el
musculo para restablecer sus depdsitos de glucégeno. Esta ruta constituye el
ciclo de Cori.

Como se ha explicado anteriormente, la PFK-1M es la Unica isoenzima
expresada en el masculo esquelético. Constituye el principal punto regulador de
la entrada de la glucosa a la via glucolitica y, por tanto, es especialmente
importante en las condiciones en que esta via es la Unica que puede aportar la
energia necesaria para mantener la actividad. Por otro lado, durante el
metabolismo anaerobico del mdsculo la concentracion de &cido lactico
incrementa. Consecuentemente, durante un ejercicio intenso el pH intracelular
baja con el consiguiente peligro para el correcto funcionamiento celular. Para
evitar esta situacion, la PFK-1 se inhibe por elevadas concentraciones de

protones, parando asi el flujo glucolitico y la produccion de &cido lactico.
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2.3. TIPOS FIBRILARES.

Se pueden distinguir diferentes tipos de fibras musculares, adaptadas
metabolica y funcionalmente a los diferentes requerimientos. Asi, podemos
distinguir entre fibras tipo I, tipo lla y tipo Ilb. Esta clasificacion esta basada,
por un lado en la velocidad de contraccion de la isoforma de la cadena pesada
de la miosina y, por otro, en la especializacion metabdlica de la fibra. De esta
manera, las fibras tipo | tienen una cadena de miosina de contraccion lenta
(MHC 1) mientras que las de tipo Il tienen las isoformas de contraccion rapida
(MHC lla'y MHC IIb). Metabolicamente, las fibras tipo | estan especializadas en
la obtencién de energia a partir de la oxidacion de sustratos hasta CO, En
cambio, las de tipo Ilb son basicamente glucoliticas con una alta capacidad
anaerdbica. Las fibras tipo Ila tienen un capacidad metabdlica intermedia entre
las 1 y las Ilb. En la Tabla 3, se resumen las principales caracteristicas de los
diferentes tipos fibrilares. Funcionalmente, las fibras de contraccion rapida son
mas importantes en las actividades que requieren contracciones musculares
cortas y potentes. En cambio, las fibras de contraccion lenta se encuentran mas
adaptadas para las actividades que requieren contracciones repetidas en un
periodo prolongado de tiempo. La proporcion de uno u otro tipo de fibra
depende del musculo y la funcion que desarrolla. Asi los musculos posturales
suelen tener predominancia de fibras de tipo I, en cambio, los musculos de
potencia estdn compuestos principalmente por fibras de tipo Il. Ademas, otros
factores como el estilo de vida, el entrenamiento y factores genéticos pueden

provocar una transicion de un tipo de fibras a otro.
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Color Rojo Intermedio Blanco
Resistencia al la fatiga Alta Media Baja
Actividad ATPasa de la Lenta Rapida Réapida

miosina
Velocidad de contraccion Lenta Réapida Réapida
Consumo de ATP en Bajo Medio Alto
contraccion
Metabolismo Oxidativo,aerdébico | Glucolitico,oxidativo, Glucolitico
aerdbico anaerébico
Cantidad de mitocondrias Alta Alta Baja
Capilarizacion Alta Alta Baja
Contenido de mioglobina Alto Alto Bajo
Contenido de glucogeno Bajo Intermedio Alto
Contenido de lipidos Alto Intermedia Bajo
Unidad motora S (Lenta) FFR FF
(Rapida resistente (Rapida fatigable)
a la fatiga)

Tabla 3. Caracteristicas de los tres principales tipos de fibras.
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3. PAPEL DE LA PFK-1 EN EL ERITROCITO.

El eritrocito es una célula altamente especializada en el transporte de
oxigeno a los tejidos. Asi, no presenta nucleo ni otras organelas, y la mayor
parte de su citoplasma estd ocupado por la hemoglobina, dandole el
caracteristico color rojo. Los requerimientos energéticos de la célula roja son
principalmente para el mantenimiento de la integridad de su membrana, el
equilibrio iénico y el estatus rédox. Para ello, la Unica via catabdlica del
eritrocito es la glucélisis anaerdbica. Esto implica que la Unica forma de obtener
ATP es por esta via y, en consecuencia, las alteraciones en ella tienen una gran
importancia en el eritrocito. La caida de los niveles de ATP imposibilita la accion
de las bombas idnicas para mantener las concentraciones intracelulares vy
provoca la pérdida de la morfologia bicdncava caracteristica. En estas
condiciones, la célula roja se vuelve mas fragil llegando a romperse con
facilidad provocando hemolisis. La produccion de nuevos eritrocitos se realiza
principalmente en la médula 6sea pero en condiciones de elevada demanda,
normalmente debida a procesos hemoliticos cronicos, el bazo y el higado
pueden producir eritrocitos mediante la eritropoyesis extramedular.

A parte de la importancia en la obtenciébn de ATP, la glucdlisis en el
eritrocito presenta una ramificacién, denominada Rapoport-Luebering, que da
lugar a la formacion de 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG). Este ciclo esta catalizado
por la enzima bifosfoglicerato mutasa, que posee tanto actividad sintasa
(produccién de 2,3 DPG a partir de 1,3 DPG) como fosfatasa (produccién de 3-

fosfoglicerato, 3-PG, a partir de 2,3 DPG). El 2,3 DPG es responsable de
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modular la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Asi, elevadas
concentraciones de 2,3 DPG provocan una disminucion de la afinidad facilitando
la liberacion del oxigeno. A su vez, bajas concentraciones de 2,3-DPG provocan
el efecto contrario, aumentando la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.
Por otro lado, la concentracion de este metabolito en la célula roja es muy
elevada, superior al resto de metabolitos, asi que se postula que también puede
servir como reserva energética para ser metabolizada por la via glucolitica en
caso de necesidad.

Finalmente, la via de las pentosas fosfato tiene gran importancia en este
tipo celular. Esta via metabdlica permite la produccién de NADPH necesario
para mantener el glutation reducido. Este metabolito sera utilizado
principalmente para evitar los efectos de agentes oxidantes sobre la
hemoglobina. En la Figura 4, se presenta un resumen de las principales vias
metabdlicas del eritrocito.

El eritrocito expresa la isoenzima muscular de la PFK-1 juntamente con la
isoenzima hepética. Por lo tanto, se pueden hallar los homo y heterotetrameros
producidos por sus combinaciones (Dunaway et al., 1988). Esto implica que la
regulacién de la via glucolitica en el eritrocito depende de las propiedades
cinéticas y reguladoras de las diferentes isoformas. Asimismo, se ha descrito
que la PFK-1 interacciona con elementos de la membrana del eritrocito como la
banda 3. La banda 3 es la principal proteina de la membrana eritrocitaria, y
tiene capacidad de unir diferentes proteinas, incluyendo la PFK-1 y la
hemoglobina (Campanella et al., 2005;Low et al., 1987). La union de la PFK-1 a

la banda 3 esta asociada a la inhibicion de su actividad (Chetrite and Cassoly,
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1985). Esta asociacion podria representar un mecanismo regulador de la
actividad de la enzima en el eritrocito, controlando asi el flujo glucolitico. A
favor de esta hipotesis, se ha descrito que la insulina aumenta el flujo
glucolitico en el eritrocito, y que la activaciébn de su receptor provoca la

fosforilacion de la PFK-1 y su disociacion de la banda 3 (Zancan and Sola-

Penna, 2005).

3535 fosfalo

Ribulosa 5-fosfato

GESG 2GSH Especies reactivas de

'chtosa-1,6-bi'.sfos.fato / oxigeno
Glucolisis ¢ Hemoglobina + 02

|
1,3-bisfosfoglicerato \ \\'} H lobi
emoglobina

AP
ATP ) 2,3-disfosfoglicerato

/ Ciclo del 2,3 DPG

3-fosfoglicerato

w0

Figura 4. Principales vias metabdlicas en el eritrocito.
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4. LA GLUCOGENOSIS TIPO VII.

4.1. INTRODUCCION.

Las enfermedades de almacenamiento de glucogeno (glycogen storage
diseases, GSD), también llamadas glucogenosis, son un grupo heterogéneo de
desordenes hereditarios caracterizados por una alteracion del metabolismo del
glucégeno. Esta alteracion tiene como consecuencia una anormal cantidad o
estructura del polimero. Como causas se han descrito diferentes deficiencias
enzimaticas que incluyen practicamente todas las proteinas involucradas en la
sintesis y/o degradacion del glucégeno o bien en su regulacion (Chen, 2001).
Las diferentes variantes se han clasificado numéricamente en funcién, por un
lado, del orden cronoldgico del descubrimiento del déficit enzimatico causante,

y por otro, del tejido afectado primariamente, ya sea higado o musculo (Figura

- - i ]
Tipo Enzima Glycogen ¥
Lysosome i ) r\?
Tipo 1 Glucosa-6-fosfatasa Alpha-1 4. 4 Phosphorylase Kinase Alpha:2
Glucosidase {GSD Il) :?: Glycogen—_ (GSD Vil and 1X, X-linked)
N i Jranchi . Liver Fhospharylase (G50 W)
Tipo 1B Transportador de l Branching Enzyme ) :
3 = Muscle Phosphorylase (GSD W)
glucosa—B—fosfato 05 {Glycogen Synthase) ¥
Tipo Il a-1,4-Glucosidasa ubPG : fm~
lisosomal “_Enzyme (GSO I}~
- - e Glucose-1-P
Tipo 11 Enzima desramificante
i Phosphoglucomutase
Tipo IV Enzima ramificante ey
Glucose € Glucose-6-P
1 7 Glucose-6-Phosphate
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_ - To blood In brain and muscle %
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Figura 5. Clasificacion de las enfermedades de almacenamiento de glucégeno.
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La deficiencia de la isoenzima muscular de la PFK-1 es conocida como
glucogenosis tipo VII (GSDVII) o enfermedad de Tarui. Fue descrita
inicialmente en el afio 1965 por Tarui en una familia con tres hermanos
afectados (Tarui et al., 1965). Estos pacientes presentaban una réapida
fatigabilidad e intolerancia al ejercicio fisico. Ademas, los niveles de glucégeno
en el masculo esquelético estaban incrementados por encima de lo normal. Se
descarto la posibilidad de una glucogenosis de tipo V, de sintomatologia similar,
ya que la actividad glucégeno fosforilasa era normal. Ademas, los niveles de
glucosa-6-P y fructosa-6-P se encontraban elevados por encima de lo normal
mientras que los niveles de fructosa 1,6 P, se hallaron muy disminuidos. La
determinacion de la actividad PFK-1 en biopsias musculares resulté en unos
niveles préacticamente indetectables. En los eritrocitos de estos pacientes se
determind que la actividad PFK-1 estaba reducida aproximadamente en un
50%. Posteriores estudios confirmaron la isoforma muscular de la PFK-1 como
el déficit molecular responsable de la enfermedad (Layzer and Rasmussen,
1974;Layzer et al., 1967).

La deficiencia de PFK-1M es la enfermedad de almacenamiento del
glucégeno con una menor incidencia documentada. Hasta el afio 2002 se
habian descrito aproximadamente 90 casos (Nakajima et al., 2002). Una
elevada proporcion de los casos descritos corresponden a pacientes de la
comunidad judia Ashkenazi. La baja incidencia de esta enfermedad se ve
agravada por la heterogeneidad en la sintomatologia, asi como por las leves

manifestaciones clinicas en algunos pacientes. Este hecho, unido a que no se
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han dispuesto de tests genéticos hasta hace pocos afios es la causa de los

pocos casos documentados en la literatura.

4.2. MANIFESTACIONES CLINICAS.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad en su forma clasica, como
fue descrita inicialmente por Tarui, se caracterizan principalmente por la
aparicién de fatiga y dolor muscular al realizar ejercicio fisico. Si el ejercicio es
intenso aparecen calambres musculares, mioglobinuria y pueden estar
acompafados de nauseas y vomitos. Aun asi, los pacientes no manifiestan
problemas para mantener la posicion ni para caminar de forma normal. Como
consecuencia de la miopatia, los niveles séricos de enzimas liberados por el
musculo como la creatina quinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH) se
encuentran elevados. Con frecuencia también se presenta hiperuricemia, siendo
especialmente evidente después de realizar ejercicio fisico intenso. Por otro
lado, no se observa incremento en el lactato circulante durante un test de
ejercicio isquémico.

Asimismo, la deficiencia de PFK-1 se caracteriza por la aparicién de
anemia hemolitica compensada. Esta alteracion hematoldgica se evidencia por
un aumento de los niveles de bilirrubina sérica y por un recuento de
reticulocitos incrementado.

Aunque las caracteristicas descritas anteriormente son las mas
frecuentes, esta enfermedad se caracteriza por una heterogeneidad tanto en la
edad en que se manifiesta como en la severidad en su sintomatologia. Debido a

esto, se ha tratado de clasificar la enfermedad en 4 variantes (Nakajima et al.,
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2002). La forma clasica se define como GSDVlla, la de aparicién tardia como
GSDVlIb, la infantii como GSDVlIc y finalmente la forma hemolitica como

GSDVIId (Figura 6).

GSDVIId ND
(Hemolitica)
GSDVlic
(Infantil)
GSDVilla
(Clasica)

GSDVIib
(Tardia)

Figura 6. Distribucion de las diferentes formas de la enfermedad.

La forma clasica (GSDVIIa) es la variante mayoritaria con el 54 % de los
casos descritos. Sus caracteristicas son basicamente las descritas anteriormente
y se ajustan a las documentadas inicialmente por Tarui et al en 1965. Suele
aparecer en la infancia manifestandose como un aumento de la fatiga muscular
y una intolerancia al ejercicio fisico. A diferencia de los pacientes con deficiencia
en la fosforilasa muscular (GSD V), estos enfermos no mejoran su estado tras

un periodo inicial realizando ejercicio (second wind) ni con la administracion de
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glucosa (Haller and Vissing, 2004). Contrariamente, esta glucosa exdgena
aumenta la fatiga inducida por el ejercicio (Haller and Lewis, 1991).

Los pacientes con la forma de aparicion tardia (14%) no muestran
normalmente ninguna sintomatologia muscular durante la infancia. La mayoria
de estos pacientes no experimentan dolores musculares ni rampas durante la
infancia ni juventud. Aunque no presentan la sintomatologia mas severa, tienen
reducida la capacidad para realizar ejercicio fisico ya desde la infancia. Esta
debilidad muscular se acentlia aproximadamente a partir de la quinta década
de vida. En este punto, el efecto de la enfermedad se une al de la edad y
supone una importante dificultad para llevar a cabo una actividad fisica normal.
Se han descrito algunos casos en que esta variante de la enfermedad esta
asociada a mutaciones en las que no hay pérdida total de la actividad PFK-1.
Asi, en pacientes de la comunidad Ashkenazi en los que se ha descrito esta
variante de la enfermedad se detectd una actividad del 33% de la normal
(Sivakumar et al., 1996). Por el contrario, una mujer no Ashkenazi que empezé
a manifestar la enfermedad a la edad de 48 afios tenia solo el 4% de la
actividad PFK-1 normal en el musculo (Massa et al.,, 1996). Otros casos
descritos en la literatura varian en la actividad PFK-1 en el masculo esquelético
(Vora et al., 1987;Hays et al., 1981). Estos datos indican que no hay una buena
correlacién entra la edad de aparicién de la enfermedad y el nivel de actividad
residual PFK-1.

La modalidad mas severa de la enfermedad es la variante de aparicion
infantil con un 17% de incidencia respecto al total de enfermos documentados.

De estos enfermos, el 60% muere usualmente durante el primer afio de vida a
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causa de problemas respiratorios (Amit et al., 1992;Servidei et al.,
1986;Guibaud et al., 1978). Los recién nacidos presentan hipotonia muscular,
frecuentemente con contracturas permanentes de las articulaciones y retraso
en el desarrollo, tanto fisico como mental. (Pastoris et al., 1992;Moerman et al.,
1995). Pesa a la gravedad de esta variante, se han descrito casos en los que el
paciente logra sobrevivir (Spriggs et al., 1999). La causa de la severidad con
que se manifiesta esta forma de la enfermedad respecto a las anteriores no
estd determinada. Algunos estudios indican la posibilidad de que la causa
primaria no sea la PFK-1M o bien que no sea la Unica causa. En este sentido,
Amit et al., 1992 postulan un posible activador de la PFK-1 como causa en un
paciente fallecido a los 21 meses, ya que también pudieron detectar una
reduccioén de la actividad en el higado. Del mismo modo, se ha descrito un caso
con déficit de PFK-1 asociado a una reduccion de la actividad fosforilasa
quinasa (Danon et al., 1981).

La variante hemolitica es el cuarto tipo con una incidencia relativa del
8,9 %. Se presenta como una anemia hemolitica no esferocitica y sin sintomas
musculares (Kahn et al., 1975;Tani et al., 1983;Waterbury and Frenkel, 1972).
En algunos de estos pacientes se ha descrito una forma de PFK-1 activa pero
muy inestable al calor y con una migracion electroforética diferente de la
enzima normal (Etiemble et al., 1976;Tani et al., 1983). Estos datos sugieren
que el defecto eritrocitario puede ser debido a esta inestabilidad unida a la baja
capacidad de sintesis proteica en el eritrocito. En cambio, el musculo podria

compensar la corta vida de la proteina incrementando la sintesis (Etiemble et
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al., 1976). De esta forma, la enfermedad solo se manifestaria en su vertiente
hemolitica.

La progresién de la enfermedad ha sido poco estudiada con sélo un
caso documentado. Este paciente fue diagnosticado con 62 afios presentando la
variante de aparicion tardia (Stollberger et al., 1997). Los primeros sintomas
neurologicos y cardiovasculares se detectaron a los 40-50 afios. Se iniciaron con
un incremento de los niveles séricos de creatina quinasa y lactato
deshidrogenasa unido a dolor en el pecho y rampas musculares. No presentaba
signos de infarto de miocardio ni de afectaciones cardioldgicas. El andlisis de las
biopsias musculares revel6 la presencia de depdsitos anormales de glucégeno
unido a la ausencia de tincion histoquimica para la actividad PFK-1. Con estos
datos se le diagnostic6 deficiencia en PFK-1 a los 62 afios. Se realiz6 un
seguimiento del paciente hasta los 66 afios (Finsterer et al., 2002). Durante
este periodo, la enfermedad evolucioné con la aparicibn de episodios

epilépticos, miopatia y cardiomiopatia.

4.3. HISTOPATOLOGIA.

La principal caracteristica histologica de esta enfermedad es la ausencia
de tincién histoquimica para la actividad PFK-1, unida a un incremento en el
depdsito de glucodgeno en las fibras musculares. Frecuentemente, se observa en
las biopsias musculares la presencia de vacuolas en el espacio subsarcolemal
(Tobin et al., 1973;Agamanolis et al., 1980;Massa et al., 1996). También, se
observa una alteracion de la distribucion normal del tamafo de las fibras,

especialmente en la variante infantil de la enfermedad. Biopsias obtenidas
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posteriormente a episodios de mioglobinuria o ejercicio muscular revelan la
presencia de fibras necréticas y areas de regeneracion. Por otro lado, la
estructura del glucogeno almacenado es usualmente normal, pero se han
descrito casos en los que se detecta la presencia de un polisacarido anormal
positivo para una tincién con técnica de PAS (Massa et al., 1996;Tobin et al.,
1973;Hays et al., 1981). Este polisacarido se encuentra con mayor frecuencia
en la variante de aparicion tardia de la enfermedad. Se ha propuesto que este
polisacarido anormal es producto de la actividad descompensada de la
glucégeno sintasa, activada por los elevados niveles de glucosa-6-P, respecto a
la actividad de la enzima ramificante. En este sentido, la sobreexpresion de la
glucégeno sintasa en el musculo esquelético de ratones transgénicos resulta en

la acumulacion de un polisacarido anormal en el musculo (Raben et al., 2001).

4.4. PATOLOGIA MOLECULAR.

4.4.1. Mutaciones.

La glucogenosis tipo VII es una enfermedad genética que se hereda de
forma autosémica recesiva. Hasta la actualidad se han descrito diferentes
mutaciones causantes de la enfermedad que incluyen defectos de splicing,
cambios de marco de lectura y mutaciones por cambio de aminoacidos
(Nakajima et al., 2002) (Figura 7). La mutacion mas frecuente es un defecto en
la secuencia de splicing del exén 5 (IVS5 +1g/a) que resulta en una delecién de

78 pares de bases manteniendo el marco de lectura. Esta mutacién se ha

35



INTRODUCCION

identificado entre la poblacion Ashkenazi, siendo responsable del 95% de los
alelos mutados en esta poblacion (Raben and Sherman, 1995).

Algunas de estas mutaciones estan localizadas en regiones conservadas
que afectan a la region catalitica, o bien a los diferentes lugares de unién de los
efectores alostéricos. Por ejemplo, la mutacién IVS19 +1g/a comporta una
delecién de 165 pares de bases que elimina el posible lugar de union alostérico
para el ATP a la vez que los lugares de unién para fructosa-6-P y la fructosa-
2,6-P, (Hamaguchi et al., 1994).

En diversos estudios se ha tratado de establecer una correlacion entre el
genotipo y la severidad del fenotipo y, por tanto, con el subtipo de la
enfermedad. Inicialmente, se asocio la variabilidad fenotipica de la enfermedad
a posibles diferencias en la actividad residual de la proteina. En este sentido, la
mutacion (IVS5 +1g/a) de la poblacion Ashkenazi parece estar asociada a la
forma de aparicion tardia de la enfermedad (Argov et al., 1994).

Asociada a la forma hemolitica se describi6 la substitucion de un residuo
de triptéfano en la posicidbn 686 por una cisteina (g2058t) (Hamaguchi et al.,
1996). Este residuo se encuentra conservado en los tres isoenzimas de la PFK-1
de mamifero. El cambio afecta a los lugares de activacion por ADP/AMP sin
afectar a la estructura de la proteina. No obstante, los pacientes presentan una
pérdida practicamente total de la actividad de la enzima. Como se ha descrito
anteriormente, Etiemble et al., 1976 correlacionaron un caso de la variante
hemolitica con una forma inestable de la proteina. Pese a que existen algunos
casos como los anteriores, actualmente no se ha hallado una correlacion entre

el déficit molecular subyacente y el fenotipo patologico. Esta falta de
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correlacion también se puede observar en otras enfermedades genéticas
incluyendo otras glucogenosis, como la de tipo V o enfermedad de McArdle

(Dimaur et al., 2002).

1Kb C2058T
— GI116C C282T  GB626A A1628C G2087A

G116T G299A ‘
[ | T\ii I [
/ del C2003
IVS5+1g/a IVS16-64g/a

I\VS6-2a/C G1127A VS19+lg/a
IVS15+gh

Figura 7. Mapa de las mutaciones documentadas en el gen de la PFK1-M.

4.4.2. Bases bioquimicas de la enfermedad.

Como se ha descrito anteriormente, en el muasculo esquelético sélo se
expresa la isoenzima muscular de la PFK-1. De esta manera, la deficiencia de
esta isoenzima se manifiesta a nivel celular como un bloqueo al inicio de la via
glucolitica. En consecuencia, la célula se ve incapacitada para catabolizar por
esta via la glucosa, tanto la libre como la derivada de la degradacion del
glucégeno. Secundario a este bloqueo, aparece un incremento de los niveles
celulares de glucosa-6-P y fructosa-6-P. La glucdgeno sintasa se activa
alostéricamente por los elevados niveles de glucosa-6-P de manera que los
efectos inhibitorios de la regulacion por fosforilacion son anulados. Por otro

lado, la glucogeno fosforilasa se inhibe alostéricamente por estos niveles de
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glucosa-6-P. En conjunto, estos dos factores provocan un incremento en la
sintesis de glucégeno y un bloqueo en su degradacion. El resultado es una
acumulacion anormal de glucogeno en la célula.

A consecuencia de la falta de capacidad glucolitica, estas células no
pueden obtener energia degradando la glucosa. Este hecho comporta que la
capacidad energética global de la célula se ve reducida a la oxidacion de otros
sustratos, como pueden ser los lipidos, para obtener ATP. Este déficit es
especialmente importante en las células musculares ya que durante periodos de
contraccion intensa el masculo no puede obtener energia de forma anaerdbica
y por tanto ve su integridad comprometida.

La incapacidad para utilizar la glucosa como combustible por la via
glucolitica es una caracteristica diferencial de estos pacientes respecto a los
deficientes en glucégeno fosforilasa muscular (glucogenosis tipo V). Estos
altimos presentan una respuesta adaptativa, denominado Second Wind, que se
caracteriza por que estos enfermos experimentan una mejoria después del
periodo inicial de intolerancia al ejercicio. Este efecto es debido a la capacidad
de metabolizar la glucosa proporcionada por el torrente circulatorio. De esta
manera el muasculo pasa a realizar un metabolismo oxidativo basado en los
acidos grasos y la glucosa circulantes (Haller and Vissing, 2004).

En los pacientes de glucogenosis de tipo VII se han descrito niveles
elevados de &cido Urico en sangre, asi como la aparicion de gota. Estos niveles
incrementan principalmente después de realizar ejercicio fisico y estan
acompanados por niveles elevados de hipoxantina, inosina y amonio. Este

fenbmeno se ha denominado hiperuricemia miogénica debido a que tiene su
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origen en el metabolismo muscular (Kono et al., 1986;Mineo et al., 1987). La
causa subyacente es un incremento en la degradacion de nucleétidos de
adenina en el muasculo, especialmente bajo situacién de ejercicio intenso. Los
niveles de ATP se encuentran disminuidos tanto en reposo como en ejercicio
evidenciando una situacién de estrés energético en les células musculares
(Argov et al., 1987). Durante ejercicio fisico, estos pacientes presentan niveles
superiores de fosfocreatina y amonio, reflejo este ultimo de la desaminacion de
AMP (Bertocci et al., 1991). Por otro lado, los niveles de ADP y fosfato
inorganico estan disminuidos. Estos resultados indican que durante ejercicio
intenso, los pacientes de glucogenosis de tipo VII presentan un menor consumo
de fosfocreatina, y una alteracion de la refosforilacion del ADP posiblemente
relacionada con una capacidad oxidativa alterada.

Esta alteracion del metabolismo oxidativo mitocondrial se ha descrito en
diferentes estudios con pacientes (Bank and Chance, 1994;Lewis et al., 1991).
La carencia del piruvato producido por la glucélisis podria ser la responsable del
metabolismo oxidativo anormal debido a la falta de anaplerosis del ciclo de
acido citrico (Bank and Chance, 1994). Por otra parte, las alteraciones
eritrocitarias descritas en los pacientes también contribuirian a estas anomalias.

El déficit de actividad PFK-1 en el eritrocito es el responsable de las
alteraciones hemoliticas asociadas a la enfermedad. La presencia de la isoforma
hepatica en el eritrocito hace que la pérdida de la isoforma muscular no
comporte una pérdida de actividad total (Vora et al., 1980a). De esta manera,
los pacientes de la enfermedad de Tarui, presentan una reduccion del 50%

aproximadamente en la actividad PFK-1 en los hematies. Este déficit parcial en
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la actividad PFK-1 en el eritrocito es suficiente para comprometer la integridad
de la célula y provocar la hemdlisis observada en los pacientes. La incapacidad
del eritrocito maduro para reponer enzimas no funcionales, unida a su
incapacidad para obtener energia mediante la respiracion mitocondrial hace que
esta reduccion de la actividad se manifieste de forma mas severa de lo que lo
haria en otro tipo celular.

Este defecto glucolitico provoca una disminucion en la capacidad celular
para producir ATP. De esta forma, el eritrocito se encuentra deprivado de la
energia que necesita para mantener la homeostasis i6nica y el volumen celular.
En pacientes deficientes en PFK-1M se ha demostrado una reduccion moderada
del contenido de ATP (17%) unida a una hidrdlisis aumentada (Ronquist et al.,
2001). Paraddjicamente, se ha descrito un aumento en el consumo de glucosa
por el eritrocito (Vora et al., 1980a). Dado que este incremento no va unido a
una mayor produccién de &acido lactico, se ha postulado que la glucosa se
derivaria hacia la via de las pentosas fosfato. Estas alteraciones del
metabolismo energético contribuirian a la reduccion de la viabilidad del
eritrocito y, por tanto, a la hemdlisis. También, se ha descrito un incremento en
la permeabilidad de la membrana eritrocitaria para el i6n calcio. Esta
sobrecarga celular de calcio disminuiria la capacidad de deformarse del
eritrocito provocando su ruptura (Ronquist et al., 2001).

Por otra parte, la disminucion del flujo glucolitico comporta una
disminucion en la capacidad para producir 2,3 DPG por parte del eritrocito. En
este sentido, diversos estudios han descrito valores inferiores de este

metabolito en los pacientes de glucogenosis tipo VII (Ronquist et al.,
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2001;Shimizu et al., 1988). Este descenso en los niveles de 2,3DPG provoca un
aumento de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Asi, se ha descrito
que la curva de disociacion del oxigeno presenta un desplazamiento hacia la
izquierda en eritrocitos deficientes en PFK-1 (Giger et al., 1986). También se ha
descrito un incremento en la saturacién de oxigeno asi como niveles venosos de
oxigeno mayores y una reducida extraccion del oxigeno eritrocitario (Brechue et
al., 1994).

Por otro lado, pacientes con otras miopatias, entre ellas algunas
mitocondriales, también presentan oxigenacion incrementada sin alteraciones
de la afinidad de la hemoglobina (Bank and Chance, 1994). Estos datos
sugieren que la alteracion del metabolismo oxidativo en el muasculo también

interviene en las alteraciones en la oxigenacion.

4.5. TRATAMIENTO DE LA GLUCOGENOSIS TIPO VII.

Actualmente no existe ninguna terapia especifica para esta enfermedad.
La complejidad de este desorden unida a la heterogeneidad en su fenotipo
dificulta el desarrollo de terapias especificas. El tratamiento de los pacientes se
basa en una reduccién del ejercicio fisico para evitar los sintomas de la
enfermedad. Por otro lado, Swoboda KJ et al. describen el beneficio de una
dieta cetogénica en un paciente de dos afios de edad (Swoboda et al., 1997).
Este paciente nacié con una severa miopatia y artrogriposis que mejoré a partir
de los 4 meses de forma significativa tras el inicio de una dieta cetogénica.

La ingesta de una comida rica en carbohidratos o de una infusién de

glucosa antes de realizar ejercicio empeora notablemente la intolerancia al
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ejercicio (Haller and Lewis, 1991). Por tanto, una dieta pobre en carbohidratos
podria mejorar la enfermedad al evitar la inhibicion de la lipdlisis mediada por la
insulina. Esto incrementaria la disponibilidad de acidos grasos para su utilizacion

por el masculo esquelético.

4.6. MODELOS ANIMALES.

La deficiencia en PFK-1M se ha descrito en perros de la raza English
Springer Spaniels (Giger et al., 1985) y en American Cocker Spaniels (Giger et
al., 1992). La base molecular de esta deficiencia se encuentra en una mutacion
sin sentido en el pendltimo exéon del gen de la PFK-1M. Esta alteracion
molecular produce una proteina truncada e inestable que es degradada
rapidamente (Vora et al., 1985). Clinicamente se caracterizan por presentar
elevados niveles de bilirrubina, reticulocitosis y anemia hemolitica crénica con
crisis hemoliticas especialmente acentuadas en condiciones de estrés. Estas
crisis estan relacionadas con una mayor fragilidad alcalina del eritrocito, que se
pone de manifiesto durante episodios de hiperventilacion. La actividad PFK-1 en
estos eritrocitos esta severamente reducida, manteniendo solo entre un 8% y
un 22% de actividad respecto a perros control. Las concentraciones de
fructosa-6-P y glucosa-6-P se encuentran incrementadas. En cambio, las de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y 2,3 DPG mas bajas, todo ello debido al
blogueo glucolitico (Harvey et al., 1992;Giger and Harvey, 1987).

A nivel muscular estos animales presentan una leve intolerancia al
ejercicio, con raros episodios de rampas musculares, niveles de CK sérica

incrementados y ausencia de mioglobinuria (Giger et al., 1988a). La actividad
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PFK-1 esta entre un 1% y un 4% de la actividad de los controles. La
determinacion de la concentracién de glucogeno muscular muestra el doble que
los perros control (Giger et al., 1988b). Por otro lado, estudios usando la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear /n vivo demostraron que, a
pesar de tener valores normales de fosfomonoésteres en reposo, éstos se
acumulan por encima de los valores normales durante la realizacién de ejercicio
fisico. El analisis histologico de musculos de perros afectados por esta
deficiencia, revela la presencia de unos depdsitos de un polisacarido anormal,
con propiedades histoquimicas diferentes al glucégeno (Harvey et al., 1990).

La aparente levedad de la enfermedad muscular en estos animales
puede estar relacionada con el elevado potencial oxidativo del musculo canino
en contraste con el humano. El musculo canino estd compuesto de fibras
principalmente oxidativas (tipo 1) y oxidativas-glucoliticas (I1A). Ademas, las
fibras glucoliticas (11B) han sido remplazadas por otras fibras atipicas con alto

potencial oxidativo y capacidad glucolitica (Snow et al., 1982;Vora et al., 1985).
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OBJETIVOS

La glucogenosis de tipo VII es una enfermedad genética compleja causada por
la deficiencia en la PFK-1M. Esta enfermedad esta caracterizada por la
presencia de una patologia muscular juntamente con alteraciones eritrocitarias.
En la actualidad no existe ningun tipo de terapia especifica. En este estudio nos
propusimos obtener un ratdén carente de la isoenzima muscular del gen de la
PFK-1. Este modelo animal nos permitiria profundizar en los mecanismos
moleculares de la enfermedad asi como obtener un modelo murino en el que
ensayar nuevas aproximaciones terapéuticas para la glucogenosis Tipo VII. Asi
pues, el objetivo de este trabajo ha sido generar y caracterizar un ratén

deficiente en la isozima muscular de PFK-1.

Este objetivo general se puede dividir en los siguientes objetivos parciales:

1.- Generar un raton deficiente en PFK-1M mediante técnicas de
recombinacion homéloga en células ES.
2.- Caracterizar los efectos fenotipicos de esta deficiencia en los ratones
generados.
2.1 Estudiar la patologia muscular.
2.2 Estudiar la patologia eritrocitaria.
2.3 Estudiar la interaccion de los diferentes tejidos en la

fisiopatologia de la enfermedad.

44



1V. RESULTADOS.



RESULTADOS

1. GENERACION DE UN RATON DEFICIENTE EN PFK1-M.

Con la finalidad de obtener un ratén deficiente en PFK1-M se utilizaron
técnicas convencionales de recombinacién homodloga en células embrionarias
(ES). Nuestra estrategia se baso en la eliminacion del primer promotor asi como
del tercer exdn, que incluye el inicio de traduccion, del gen de la PFK1-M con la

finalidad de eliminar su expresion.

1.1. OBTENCION DE CLONES GENOMICOS DE LA PFK1-M.

Para dirigir la integracidon en las células ES, el vector de recombinacion
debe incorporar dos regiones homdlogas al gen diana. Con esta finalidad se
aislaron clones gendmicos del gen de la PFK1-M. Para ello, se empled una
genoteca de ratdn de la cepa 129SV en el bacteriéfago 1 FIX"R II. Se escogid
esta genoteca ya que las células ES que utilizariamos eran de la misma cepa de
ratdn. Esto permitia tener el maximo de homologia entre el vector y el gen
enddgeno presente en las células, y por tanto aumentar la eficiencia de la
recombinacién homoldga. El cribaje de la genoteca se realizd utilizando sondas
especificas para el gen de la PFK1-M. Estas sondas se obtuvieron por RT-PCR a
partir de muestras de musculo esquelético de ratdn.

Con las sondas obtenidas por el procedimiento anterior, se realizd el
cribado de la genoteca utilizando técnicas estandar de biologia molecular. El
resultado fue la obtencidon de tres clones APFKM1 (16Kb), APFKM10 (16Kb),

APFKM14 (17Kb). Posteriormente, el fragmento gendmico correspondiente fue
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subclonado en diferentes plasmidos. Estos fragmentos fueron mapeados
utilizando multiples enzimas de restriccién y analizados por Southern Blot. Este
analisis nos permitié identificar en el clon APFKM14 (Figura 1) la region
promotora del gen con los posibles inicios de transcripcion y con el tercer exon
que contenia el inicio de traduccidn. Esta region coincidia con el mapa parcial
del gen disponible (Gekakis and Sul, 1994). Posteriormente, se secuencid un
fragmento presuntamente correspondiente con el tercer exdn del gen. Este
analisis confirmo la identidad de la secuencia ya que se correspondia con la
publicada (Nakajima et al., 1994). Por tanto, se utilizd este clon para obtener
los fragmentos gendmicos necesarios en la construccién del vector de

recombinacion.

APFKM14
5 3
Xol
Xbal bal/EcoRl”
NotT Sal Qal R R Rl Xbal . NotT
Xol ER Jal
| T BN
E3 | |
>
ATG

Figura 1. Mapa del clon APFKM14. El fragmento comprende la region 5’ del gen de la PFK-
1M asi como el exon 3 que contiene el inicio de traduccién (ATG). En negrita se indican los
fragmentos Xhol-Xbal y EcoRI-Sal correspondientes a los brazos 5’ y 3’ respectivamente del
vector de recombinacion. (*) fragmento F£coRI-FcoRI secuenciado
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1.2. CONSTRUCCION DE UN VECTOR DE RECOMBINACION

Para la construccion del vector de recombinacién se utilizé como base el
plasmido pPNT . Este plasmido ha sido ampliamente utilizado para la obtencidn
de ratones Knock-Out. Para facilitar la seleccidn de los clones recombinantes,
este vector incorpora el gen de resistencia a neomicina (Neo) y el gen de la
timidina quinasa (TK), ambos bajo el control del promotor de la fosfoglicerato
quinasa-1 (PGK1). La presencia de estos dos genes en el vector de
recombinacidn nos permitié realizar una doble seleccion, positiva y negativa,
para aislar los clones que habian incorporado correctamente la modificacion
genética.

La construccion del vector de recombinacidén se inicid a partir de los
diferentes fragmentos que habiamos subclonado para caracterizar el clon
APFKM14 (Figura 2). Para la obtencién del brazo 5’ decidimos utilizar un
fragmento Xbal-Xbal de 5 Kb y para el brazo 3’ un fragmento £coRI-Sal de 1.4
Kb. Los plasmidos que contenian estos fragmento se denominaron pTX5' y
pTSE3’, respectivamente. Para clonar el brazo 3' se utilizaron las dianas Xbal y
Asp718 localizadas entre el gen de resistencia a neomicina y el gen de la
timidina quinasa del vector pPNT. Previamente, se elimind una diana XAol
procediente del plasmido p123T, donde se hallaba clonado el fragmento. Una
vez eliminada la diana XAdl y clonado el fragmento correspondiente al brazo 3/,
se introdujo en la diana Xhdl el fragmento de 3.5 Kb que corresponderia al
brazo 5. Asi, se obtuvo un vector de recombinacién que incorporaba dos

regiones de homologia que permitirian dirigir la recombinacion homoldga en las
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células ES. De esta forma la incorporacién de este vector en el locus Pkm
comportaria la eliminacion la regién 3° del promotor, con el inicio de
transcripcion, asi como el tercer exén, donde se halla localizado el inicio de

traduccién del gen de la PFK1-M.

48



RESULTADOS

p123T
Fragmento genémico
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PTSE3' EcoRI-XhoI
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T usone\‘

X,
R Sally,,, l

pTSE3'

Sall-Xhol- pPNT

Fragmento genémico
Xba 1-Xbal (5Kb)
subclonado en p123T

Digestién Xoal Asp718
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PPNT/PFK1MKO
5 3
Brazo 5 Brazo 3
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Figura 2. Esquema de la obtencion del vector de recombinacion. En el esquema se
muestran los diferentes pasos intermedios, descritos en el texto, realizados para obtener el
vector de recombinacién a partir de los fragmentos obtenidos del clon gendmico APFKM14,
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1.3. ELECTROPORACION E IDENTIFICACION DE CLONES
RECOMBINANTES.

El vector de recombinacién se electropord en células ES previamente
amplificadas. Para mantener las células ES indiferenciadas estas se cultivaron
sobre una capa de fibroblastos embrionarios murinos (MEF) tratados con
mitomicina C para eliminar su capacidad de division. Ademas, el medio de
cultivo era suplementado con un inhibidor de diferenciacién, el Factor
Inhibitorio de Leucemia (Leukemia Inhibitory Factor, LIF). Una vez
electroporadas, las células se sometieron a un proceso de seleccién afiadiendo
G418 (un andlogo de la neomicina) y ganciclovir al medio de cultivo. Los clones
que sobrevivieron al proceso de seleccion fueron aislados y amplificados.

La insercidn del vector de recombinacion en el lugar correcto del genoma
provocaba cambios en la situacidon de dianas de restriccidn que nos permitirian
identificar el alelo modificado. Los clones aislados se analizaron mediante la
técnica de Southern Blot para identificar aquellos que eran portadores de la
modificacidn en su genoma. Para ello, se utilizaron diferentes sondas vy
diferentes enzimas de restriccion (Figura 3). Este andlisis nos permitid

identificar las bandas correspondientes al alelo mutado en varios clones.
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Xho Iiind 11/ Pst I;S‘al 7
Vector de . i
L = —1 Neo— r1Hsv-TK
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Figura 3. Vector de recombinaciéon, mapa parcial del gen pfkm y alelo mutado . Se
muestran las sondas Xho I-Hind 111 y Pst-1-Sa/ 1 utilizadas para el analisis por Southern blot asi
como las dianas Hind 111 (H) y Xba 1 (X). Los cebadores utilizados para el analisis por PCR son:
PFK-Fw y PFK-Rev para el alelo salvaje Neo, y PFK-Rev, para el alelo recombinante.

El DNA gendmico digerido con la enzima Hind 111, y hibridado con la
sonda Xhol-Hind III dio dos bandas, una de aproximadamente 7 Kb,
correspondiente al alelo no modificado y una de aproximadamente 4.2 Kb,
correspondiente al alelo mutado (Figura 4A). Por otro lado, al digerir el DNA
gendmico con la enzima Xba I e hibridar con la sonda Pst I-Sa/ 1 pudimos
identificar dos bandas de 4.9 y 4.7 Kb. correspondientes al alelo salvaje y al

mutado, respectivamente (Figura 4B).

Figura 4. Analisis por Southern Blot del DNA genémico de las células ES. Los clones de
células ES obtenidos tras la doble seleccion se analizaron por Southern Blot para seleccionar los
que habian incorporado correctamente la mutacién. (A) Digestion con Hind 111 y hibridacion
con la sonda Xho1 - HindI11. (B) Digestion con Xba I e hibridacion con la sonda Pst1-Sa/1. Los
carriles 1 y 4 corresponden a clones positivos.
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1.4. MICROINYECCION DE CLONES MUTADOS EN BLASTOCISTOS
RECEPTORES.

Una vez identificados, los clones mutados fueron amplificados y
preparados para ser inyectados en blastocistos receptores. Estos embriones se
obtenian a partir de cruces de animales de la cepa C57BIl6. Para detectar
posibles aneuploidias debidas al cultivo, los clones fueron cariotipados y el
recuento de cromosomas confirmo la correcta dotacidn genética.

Se realizaron 11 experimentos de microinyeccién. En cada experimento
se inyectaron un promedio 15 células ES en 15-20 blastocistos. Los blastocistos
que sobrevivian a la inyeccién se transfirieron al Gtero de hembras CD1
receptoras. Estas hembras se cruzaron previamente con machos

vasectomizados para inducir el estadio de pseudogestacion.

1.5. OBTENCION DE QUIMERAS Y RATONES KNOCK-OUT PARA EL GEN
DE LA PFK1-M.

A los 17 dias de cada transferencia se producia el parto. Los embriones
que habian incorporado las células dieron lugar a 4 ratones quimera. Estos
animales eran facilmente identificables por su pelaje mixto debido a la
contribucién de las dos cepas, la 129Sv de caracter agouti (marrén) de las
células ES y la C57BI6 de pelaje negro, del blastocisto (Figura 5A y B). De los
cuatro ratones quimera obtenidos, dos transmitieron la mutaciéon a la
descendencia, de forma que se obtuvieron animales que presentaban la

modificacion en heterozigosis (Figura 5C y D). Esta generacién de animales
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heterocigotos se cruzd entre ellos para obtener animales homocigotos para la

mutacién del gen de la PFK1-M.

Figura 5. Fotografias de los animales obtenidos. (A) y (B) Ratones quimera. Se puede
observar el pelaje negro y agouti (marron) proveniente del blastocisto C57BI6 y las células ES
129/SV, respectivamente. (C) y (D) Primera generacion obtenida del cruce de los ratones
quimera con ratones control C57BI6, mostrando el pelaje enteramente agouti derivado de las
células ES modificadas genéticamente.
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2. ANALISIS DE LOS RATONES DEFICIENTES EN PFK1-M.

Los animales se genotiparon por PCR utilizando como cebadores los
oligonucledtidos Pfk-Fw y Pfk-Rev para la identificacion del alelo salvaje y Neo y
Pfk-Rev para la deteccién del alelo mutado, debido a la presencia del gen de
resistencia a neomicina. La amplificaciéon daba como resultado una banda 0.6
Kb para los animales control, una banda de 0.7 Kb para los ratones Pfkm”" y las

dos bandas para los ratones heterocigotos (Figura 6).

. _0.7Kb
«— 0.6Kb

Figura 6. Analisis del genotipo mediante PCR. Para genotipar a los animales se utilizaron
los cebadores Pfk-Fw , Pfk-Rev y Neo descritos en la Figura 3. El resultado de la PCR se separd
en un gel de agarosa al 1%. El producto de 0.7 Kb corresponde al alelo mutante y la banda de
0.6 Kb corresponde al alelo salvaje.

2.1. VIABILIDAD DE LOS ANIMALES DEFICIENTES EN PFK1-M.

El recuento de 277 animales destetados dio como resultado una menor
proporcion de la esperada de animales homocigotos (Tabla 1). Asi, sélo
obteniamos alrededor del 10% de animales homocigotos, lo que era inferior al
25% esperado segun una herencia mendeliana. Esto sugeria que se producia
una elevada mortalidad de los animales homocigotos antes del destete.

Asimismo, también se observaba una alta mortalidad de animales homocigotos
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durante la semana posterior al destete. Como resultado, pocos animales
homozigotos llegaban a la edad adulta (3 meses) y sélo algunos de ellos
sobrevivian posteriormente hasta el afio. En cambio, en los animales
heterocigotos no se detecté mortalidad anormal. Para comprobar si se producia
mortalidad de animales homozigotos en estadios embrionarios se cruzaron
animales heterocigotos. Entre los 15 dias de gestacion (e15) y el nacimiento
(P0), se sacrificaron las hembras gestantes y se obtuvieron quirdrgicamente los
embriones. Se analizaron 125 embriones, clasificandolos segln su genotipo. De
esta forma, se pudo observar que el porcentaje de animales Pfkm™ era superior
(alrededor del 26%) en estadios embrionarios que tras el destete. Esto
pareceria indicar que la mortalidad se situaria en el periodo postnatal.
Sorprendentemente, el porcentaje de animales control era superior al esperado,
a la vez que el de animales heterocigotos era sensiblemente inferior. Estos
resultados sugerian que se producia una pérdida de animales heterocigotos

ademas de los homocigotos.

Destete +/+ +/- -/- Total
Machos 45 80 11 136
Hembras 53 71 17 141
Total (%) | 98 (35.3%) | 151 (54.5%) | 28 (10.1%) 277
Embriones | .9 51 506) | 53 (42.4%) | 33 (26.4%) 125
(E15-PO) ’ ’ ’

Tabla 1. Analisis de la viabilidad de los ratones Pfkm™". En la tabla se muestra la
distribuciéon por genotipos de 277 animales obtenidos al cruzar machos y hembras
heterocigotos para la mutacion. El genotipo de estos ratones fue analizado al destete (3-4
semanas después del nacimiento). También, se analizaron 125 embriones de edades
comprendidas entre el5 y el parto (P0O) obtenidos por cruce de animales heterocigotos.
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A continuacion, los datos se analizaron partiendo de la premisa de que la
proporcion de animales controles no estaria afectada. Asi, se calcularon las
proporciones tedricas en funcidon de esta premisa y se representaron frente a

las obtenidas para los diferentes genotipos (Figura 7).

60 - +/-
50 4

40 4

+/+
30 4 /

20 - i

Animales (20)

10 4

Embriones
Destetados
Embriones
Destetados
Embriones
Destetados

Figura 7. Distribucién porcentual de los genotipos obtenidos del cruce de animales
Pfkm*/~. Las barras sdlidas corresponden a los valores obtenidos, las barras ralladas
corresponden a los valores tedricos. Los valores tedricos se calcularon asumiendo una herencia
mendeliana, y que la proporcién de animales control no estaria afectada.

La Figura 7 indica que se produce una reduccion respecto al valor
esperado tanto en el nimero de animales heterocigotos como en el de
homocigotos. Esta reduccidén podria ser compatible con una alteracién a nivel
de los gametos portadores de la mutacion, que afectaria tanto a homocigotos
como a heterocigotos. Ademas, se pudo observar como la mayoria embriones
homocigotos para la mutacidon presentaban un tamafo inferior a los controles y
heterocigotos (Figura 8). No obstante, también se observaron animales

homocigotos del mismo tamafio que los controles.
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L A A S A A

Figura 8. Embriones obtenidos del cruce de animales heterozigotos. En la imagen se
muestra una camada representativa de 10 embriones de 15-16 dias de gestacion extraidos
quirirgicamente. En la parte superior se anota el genotipo correspondiente, analizado por PCR
a partir de muestras de DNA de la cola.

Al mes de edad, los animales homocigotos presentaban un peso inferior
a los animales control y heterocigotos (Figura 9A). Esta caracteristica se
mantenia durante toda la vida del animal, como se puede observar en la curva
de seguimiento de pesos (Figura 9B). En esta grafica, también se pone de
manifiesto como los animales Pfkm”™ ganaban peso durante los tres primeros
meses de forma similar a los controles pero, a diferencia de estos, su peso no

incrementaba posteriormente.

A B
12 — 45 -
-0 [+
10 -
~ -' +/-
RS 8 @ 30 A /-
O 6 o
4 4
a 41 a 154
2 -
0 01T T
++ +- /- 123 12

Edad (meses)

Figura 9. Andlisis de peso de los ratones. Se analiz6 la evolucién del peso de los ratones
de los tres genotipos. (A) Peso de los ratones al destete (n = 10 animales por genotipo). (B)
Evolucién del peso en el tiempo (n=10, +/+ y +/-; n=4, -/-). Los resultados son la media +
S.E. * P< 0.01 vs. animales control.
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3. ANALISIS DE LA DEFICIENCIA DE PFK-1M EN EL

MUSCULO ESQUELETICO.

3.1. ESTUDIO METABOLICO DEL MUSCULO ESQUELETICO DEFICIENTE

EN PFK-1M.

3.1.1. Analisis de la expresion del gen de la PFK1-M.

Para determinar si la modificacion realizada en el locus de la PFK-1M
anulaba la expresion del gen, se obtuvo RNA total de musculo esquelético de
ratones de los tres genotipos: controles, heterocigotos y homocigotos. A
continuacién, se analiz6 la presencia de RNA mensajero de la PFK-1M mediante
la técnica de Northern Blot utilizando como sonda un fragmento del cDNA de la
PFK-1M.

En el musculo esquelético de los ratones control se podia observar una
banda de 2.7 Kb correspondiente al mRNA de la PFK-1M. Los musculos de los
ratones heterocigotos presentaban una reduccién aproximada del 50% en los
niveles de expresion del gen, correspondiéndose con la presencia de un alelo
funcional. Finalmente, en los ratones homocigotos para la mutacion del gen la

expresion de la PFK-1M se habia suprimido (Figura 10).
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+/+ +/- -/-

PrK-1M | L

Figura 10. Expresion del gen de la PFK-1M. Se analizaron por Northern Blot los niveles de
expresion de gen de la PFK-1M en musculo esquelético de ratones de los tres genotipos. Para
esto, se aisld RNA total de los musculos de estos animales. Posteriormente, se hibridd la
membrana utilizando como sonda un fragmento del cDNA de la PFK-1M murina. Se muestra un
Northern Blot representativo con dos animales por genaotipo.

La expresion también se analizd por RT-PCR utilizando diferentes
cebadores para amplificar las posibles isoformas transcripcionales del gen
(Figura 11A). En los animales control se pudo detectar la presencia de los
transcritos que incorporaban tanto el exén 1 (PS3) como el exén 3 (RM7, RM8)
(Figura 11B). Esto nos indicaba la actividad transcripcional desde los dos
promotores. En cambio, los animales Pfkm”" presentaban un transcrito de
menor tamano correspondiente a la transcripcion desde el promotor distal (PS3)
y no se amplificaba ninguno de los transcritos que presentan el exén 3 (RM7,
RM8) (Figura 11B). El menor tamafio de este RNA era debido a que el transcrito
no incluia la regién correspondiente al tercer exon ya que este exon juntamente
con el promotor se habian eliminado. Asi, se detectd la presencia de un
transcrito correspondiente a la expresion desde el promotor distal que incorpora
la region 5’ no traducida del exdn 1 pero no el exdn 3 correspondiente al inicio

de la region codificante (ATG).
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Figura 11. Procesamiento alternativo del mRNA de la PFK-1M. Se analizd por RT-PCR la
presencia de posibles mRNAs derivados de la actividad del promotor 1 del gen de la PFK-1M
(A) Esquema del procesamiento alternativo de la PFK-1M vy de los cebadores utilizados para su
deteccion. Se muestran posibles transcritos correspondientes al alelo salvaje (Control) y el alelo
modificado (Pfkm™"). (B) RT-PCR de los diferentes transcritos de la PFK-1M segun el genotipo
analizado.

3.1.2. Andlisis de la actividad PFK1 en el musculo esquelético.

Para comprobar que la modificacion introducida eliminaba Ila
funcionalidad del gen, se determiné la actividad PFK-1 en extractos de musculo
esquelético. Dado que este tejido expresa Unicamente la isoenzima muscular,
su pérdida conllevaria la ausencia de toda la actividad PFK-1. Se observd que
los animales homocigotos para la mutacion no presentaban actividad PFK-1 en
el musculo esquelético (Figura 12). Ademas, los animales heterocigotos para la
mutacion presentaban una reduccion aproximada del 50% en la actividad

enzimatica, que estaba de acuerdo con la eliminacién de un solo alelo del gen.
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Figura 12. Actividad PFK-1 en el musculo esquelético. En extractos de musculo
esquelético se ensayd la actividad PFK-1 segin se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados se muestran como porcentaje respecto a la actividad de los animales control. (n=3
animales por genotipo). Los resultados son la media £ S.E. *P < 0.01 vs. animales control.

3.1.3. Niveles de glucosa-6-P y fructosa-6-P en el musculo
esquelético.

La pérdida de actividad PFK-1 provocaria un bloqueo en la via glucolitica
ya que la fuctosa-6-P no podria ser transformada en fructosa-1,6-P,. De esta
forma la fuctosa-6-P y la glucosa 6-P se acumularian en la fibra muscular.

Los ratones carentes de actividad PFK-1M mostraban valores cuatro
veces superiores, tanto de glucosa 6-P como de fructosa-6-P, a los animales
control (Figura 13). En cambio, los animales heterocigotos no mostraron
diferencias significativas respecto a los controles. Estos resultados confirmaban
la imposibilidad de metabolizar estos substratos por la via glucolitica en los
animales carentes de actividad PFK-1. Asimismo, indicaban que la presencia de
un 50% de actividad PFK-1 en los musculos de los animales heterocigotos era

suficiente para mantener niveles normales de estos metabolitos.
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Figura 13. Contenido de glucosa-6-P y fructosa-6-P en el musculo esquelético. Se
determiné el contenido de (A) glucosa-6-P y (B) fructosa-6-P en extractos de musculo
esquelético de animales de los tres genotipos tal y como se describe en Materiales y Métodos

(n=3 animales por genotipo). Los resultados son la media £ S.E. *P < 0.01 vs. animales
control.

3.1.4. Contenido de glucégeno en el musculo esquelético.

A continuacion, se analizo el contenido en glucdgeno en los musculos de
los diferentes animales. De esta manera se observd que los musculos de los
animales deficientes en la enzima PFK-1M presentaban un incremento de unas
tres veces en los niveles de glucdgeno respecto a los animales control (Figura
14). En cambio, los ratones heterocigotos para la mutacion presentaban niveles
de glucdgeno similares a los controles. Estos resultados estaban de acuerdo con
el hecho de que la glucogenosis de tipo VII se caracteriza por la presencia de

niveles anormales de glucégeno en el musculo esquelético.
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Figura 14. Contenido de glucégeno en el misculo esquelético. Se obtuvieron extractos
musculares de animales de los tres genotipos y se valoré enzimaticamente la cantidad de
glucdgeno. Los resultados son la media £ S.E. (n=3 animales por genotipo) *P < 0.01 vs.
animales control.

3.1.5. Niveles de lactato y glucosa circulantes.

El catabolismo de la glucosa por la glucdlisis anaerdbica muscular
produce lactato que sale al torrente circulatorio. En el caso de un bloqueo de
esta via, los niveles de lactato circulantes podrian estar afectados. Al analizar
los niveles de lactato sérico en ratones de los tres genotipos se observé que los
ratones heterocigotos no presentaban diferencias significativas respecto a los
controles. En cambio, los ratones homocigotos tenian los niveles de lactato
reducidos aproximadamente un 50% respecto a los ratones control (Figura 15).
Esta reduccion, unida al acimulo de hexosas descrito anteriormente, indicaria
que la glucdlisis en el musculo esquelético estaria bloqueada debido a la
deficiencia de PFK-1M. No obstante, no se observaron diferencias en los niveles

de glucosa circulantes entre los tres genotipos.
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Figura 15. Lactato y glucosa circulantes. Se obtuvo suero de animales de los tres
genotipos y se analizaron los niveles de lactato y glucosa tal y como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados se muestran como la media + S.E. (n=5 animales por genotipo). * P <
0.01 vs. animales control.

3.1.6. Analisis histolégico del glucégeno en el musculo esquelético.
Con la finalidad de evaluar histoldgicamente el glucdgeno, se obtuvieron
muestras de musculatura esquelética y se tineron utilizando la técnica de PAS.
El andlisis microscdpico de las muestras de los animales Pfkm™ revel6 que la
practica totalidad de la musculatura esquelética presentaba fibras con elevado
contenido de material PAS positivo (Figura 16). Esta tincion era especialmente
intensa en fibras de tamano pequefio. Los animales heterocigotos no

presentaron diferencias respecto a los animales control.
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Figura 16. Analisis histoldgico del glucogeno en el midsculo esquelético. Se muestran
cortes representativos de misculo esquelético (cuadriceps) de animales control y Pfkm™, (A,B)
seccion transversal. (C,D) seccion longitudinal. Las muestras se tifieron mediante la técnica de
PAS para poner de manifiesto el contenido de glucogeno. Magnificacion 200x

Con la finalidad de confirmar que el material PAS positivo era glucdgeno,
se realizaron incubaciones con diastasa de secciones de musculo congelado.
Esta enzima degrada selectivamente el glucdgeno. Posteriormente, estas
secciones se tefiian con la técnica de PAS. En la Figura 17, se puede observar
como en el corte de la izquierda aparece material PAS positivo. El corte de la
derecha es un corte seriado de la misma muestra, incubado previamente con
diastasa. En éste, se puede observar la desaparicion del material PAS positivo lo

que confirma que este material era glucégeno.
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Diastasa/PAS

Figura 17. Digestion con diastasa y tincion PAS. Se realizaron criosecciones seriadas de
musculo esquelético y se tifieron con PAS (izquierda) o bien se incubaron con diastasa y
posteriormente se tifieron con PAS (derecha). Magnificacion 200x.

Para evaluar como este incremento en el glucdgeno muscular podria
estar afectando la ultraestructura del musculo se analizaron preparaciones para
microscopia electronica de transmisién. Esta técnica nos permitid observar
como las fibras de los animales Pfkm”" estaban severamente afectadas (Figura
18C-H). Estas fibras mostraban un elevado contenido de granulos de
glucdgeno, distribuidos tanto entre las fibrillas (Figura 18C,E,G) como
subsarcolemales (Figura 18D,F,H). También, se podia observar la presencia de
granulos de glucdgeno en la matriz extracelular (Figura 18F). Este hecho
probablemente sea debido a la ruptura o necrosis de fibras con la consiguiente
liberacion de material celular a la matriz. Asimismo, se podia observar, tanto en
la regidon subsarcolemal como entre las fibrillas, un gran numero de
mitocondrias de tamafo superior a las de un animal control, con una
distribucion similar al glucéogeno (Figura 18C-H). Ademas de la alteracion

metabdlica, estos depdsitos anormales de glucdgeno y mitocondrias podrian
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estar provocando la pérdida de la estructura normal de la fibra y por tanto

afectar a su capacidad contractil (Figura 18 C,E,G).

Con

Pfkm--

Figura 18. Ultraestructura de las fibras musculares. (A,B) Fibra muscular de un animal
control (Con). Magnificacién 17000x. (C-F) Fibras de un animal Pfkm 7", Magnificacién 17000X.
(G,H) Fibras de un animal Pfkm?". Magnificacién 7000x. (G) granulos de glucdgeno. Las flechas
indican mitocondrias.
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El muasculo esquelético se caracteriza por una heterogeneidad en las
caracteristicas metabdlicas de las fibras. En condiciones normales, las fibras con
mayor metabolismo glucolitico y mayor contenido de glucégeno son las de tipo
ITb. Por otro lado, las fibras de tipo I estan mas adaptadas a un metabolismo
oxidativo y presentan bajo contenido en glucdgeno. Para comprobar si el
impacto de la ausencia de actividad PFK-1 afectaba de forma diferencial a uno
u otro tipo de fibras, asi como para evaluar si la acumulacion anormal de
glucdgeno estaba asociada a un tipo de fibras, se analizaron muestras seriadas
de musculo esquelético gastrocnemio medial utilizando anticuerpos que
reconocian de forma especifica la miosina rapida (tipo II) y la lenta (tipo I). Por
otro lado, se realizaron cortes seriados de estas muestras y se tifieron con la
técnica de PAS para poner de manifiesto los depdsitos de glucdgeno.

Estas tinciones permitieron observar la presencia de los dos tipos de fibras
en los animales Pfkm™”". Asi, en la Figura 19 se pueden identificar las fibras de
contraccion rapida (en rojo). Este tipo de fibras es el mayoritario en el musculo
gastrocnemio medial. También, se pudieron localizar fibras de contraccién lenta
(en verde) aunque en menor medida debido a su menor presencia en este
musculo. Por otro lado, las fibras con alto contenido de glucogeno, tincion PAS
intensa, demostraron ser tanto de tipo I como de tipo II. Por tanto, no parecia
existir una correlacion entre el tipo de fibra y la acumulacién de glucégeno. Aun
asi, se pudo observar como la mayoria de fibras de tipo I presentaban una

intensa tincion PAS.
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Figura 19. Depésitos de glucégeno y tipo de fibras. Se realizaron cortes seriados de
musculo esquelético de animales Pfkm”" y se realizd un anlisis inmunohistoquimico para
detectar las diferentes cadenas de la miosina, tanto rapida (R, rojo) como lenta (L, verde).
Ademas se tifieron secciones con la técnica de PAS para correlacionar con el contenido en
glucdgeno. Magnificacion 200x.
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3.1.7. Estudio del efecto del ejercicio en los ratones Pfkm™".
3.1.7.1. Intolerancia al ejercicio.

La intolerancia al ejercicio es una de las caracteristicas principales de los
pacientes de glucogenosis de tipo VII. Para establecer si estos animales podrian
ser un buen modelo animal de esta enfermedad, se estudi6 el efecto del
ejercicio fisico en los ratones Pfkm”. Durante su manipulacion rutinaria,
algunos de estos animales ya presentaban rampas evidentes en las
extremidades. Asimismo, los valores séricos de creatina quinasa (CK) en reposo
de estos animales eran ligeramente superiores a los controles, indicando una

afectacion muscular (Figura 20).

1000 -
800 -
600 -

CK (UIL)

400 -
200 -

O !
+H+ --

Figura 20. Creatina quinasa sérica. Se cuantifico la actividad creatina quinasa (CK) en
animales en reposo. Los resultados son la media = S.E. (n = 5 animales por genotipo). *P <
0.05 vs. animales control.

Para evaluar la capacidad de realizar ejercicio fisico, los ratones se
sometieron a una prueba de esfuerzo en una cinta mévil. Los ratones Pfkm” no
podian aguantar mas de 1.5 min corriendo, debido a que presentaban
calambres en las extremidades, especialmente las posteriores. Estos se

quedaban inmdviles siendo incapaces de continuar el ejercicio (Figura 21). Por
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el contrario, los animales control y heterocigotos no tenian ningin problema

para realizar la prueba.

Con

Figura 21. Rampas musculares posteriores al ejercicio. Los ratones se ejercitaron en una
cinta movil tal y como se describe en Materiales y Métodos. Tras la prueba de esfuerzo, los
animales Pfkm”" presentaban rigidez muscular, especialmente evidente en las extremidades
posteriores.

3.1.7.2. Metabolismo energético.

Durante la actividad fisica los valores de acido lactico en sangre
incrementaron en los ratones control a consecuencia de la glucdlisis anaerdbica
que lleva a cabo el musculo esquelético. Como ya se ha descrito anteriormente,
en condiciones de reposo los animales Pfkm” tienen valores de lactato en
sangre inferiores a los controles (Figura 15). Tras el periodo de ejercicio, los
ratones Pfkm”™ no incrementaron el lactato de forma significativa, manteniendo
valores similares a los de reposo (Figura 22). Este hecho esta de acuerdo con la
incapacidad para realizar glucdlisis anaerdbica en los musculos esqueléticos de

los ratones Pfkm™".
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Figura 22. Lactato circulante tras el ejercicio. Se cuantificd el lactato en muestras de
suero de animales control y Pfkm”" en condiciones de reposo o tras realizar ejercicio, tal y como
se describe en Materiales y Métodos. Los resultados son la media = S.E. (n=3 animales por
genotipo). *P < 0.05 vs. animales control.

Para estudiar el estado metabdlico de los musculos sometidos a ejercicio,
se obtuvieron muestras de musculo cuadriceps de animales Pfkm”" y controles.
Los niveles de glucégeno muscular disminuyeron tras el ejercicio en los dos
grupos de animales, pero de forma mas acentuada en los animales Pfkm™”
(Figura 23A). Pese a esta disminucién, los animales Pfkm”" mostraban valores
de glucdgeno superiores a los controles. También, la glucosa-6-P en los
musculos de los animales Pfkm 7" era superior en condiciones de reposo. Tras
el ejercicio incrementaba unas 5 veces mas que en el control (Figura 23 B).
Ademas, tras el ejercicio, la concentracion de glucosa intramuscular libre, no
fosforilada, tenia un comportamiento similar mostrando unos valores 5 veces

superiores en los ratones Pfkm”" respecto a los controles (Figura 23C).
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Figura 23. Niveles de metabolitos en el musculo esquelético tras el ejercicio. Se
determind (A) glucdgeno, (B) glucosa-6-P y (C) glucosa intramuscular en extractos musculares
de animales control y Pfkm”" en condiciones de reposo o tras realizar ejercicio, tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados son la media + S.E. (n=3 animales por
genotipo). * P < 0.05 vs. animales control.

La carencia de capacidad glucolitica en la musculatura esquelética de los
ratones Pfkm?” podria provocar un estrés energético en la célula, que en
condiciones de ejercicio, imposibilitaria la obtencion del ATP necesario para
mantener la actividad contractil. Por este motivo, se valoraron los niveles de
ATP, ADP y AMP musculares en reposo y tras el ejercicio.

En condiciones de reposo, se pudo observar como los tres nucleétidos de
adenina estaban reducidos aproximadamente en un 50% en los ratones Pfkm™"
respecto a los valores de los animales control (Figura 24). Posteriormente, se
analizaron los animales que realizaron ejercicio. El grupo control que habia
realizado ejercicio, no presentd diferencias en ninguno de los tres nucledtidos,
respecto al grupo en reposo. En cambio, en el grupo de animales Pfkm” se
observd una reduccion aun mayor tanto del ATP como del ADP (Figura 24A,B).
Ademas, los niveles de AMP incrementaron respecto a los niveles en reposo

(Figura 24C).
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Figura 24. Niveles de nucledtidos de adenina en el musculo esquelético tras el
ejercicio. Se determind (A) ATP, (B) ADP y (C) AMP en extractos musculares de animales
control y Pfkm”" en condiciones de reposo o tras realizar ejercicio tal y como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados son la media + S.E. (n=3 animales por genotipo). *P <
0.05 vs. animales control.

Los ratios ATP/AMP y ATP/ADP son indicativos del estatus energético de
la célula. En condiciones normales estas relaciones se mantienen estables y lo
mas altas posibles en el interior de la célula para garantizar la éptima eficiencia
de las ATPasas celulares. En reposo, se podia observar como el ratio ATP/AMP
se mantiene similar en los animales Pfkm”" y en los animales control aunque
ambos nucledtidos tienen valores absolutos inferiores en los animales mutantes
(Figura 25). En cambio, tras realizar ejercicio, se produce una caida del ratio en
los musculos Pfkm”", debido a la deplecién del ATP y al incremento del AMP.
Por otro lado, el ratio ATP/ADP es ligeramente superior en los animales Pfkm 7
comparado con los controles, tanto en reposo como después de realizar
ejercicio. También, se calculd la carga energética de adenilatos (AEC) segun la
formula de Atkinson (Atkinson, 1968). Este parametro es un indice de la
cantidad de energia metabdlicamente disponible almacenada en el sistema de
adenilatos de un organismo vivo. En reposo, la carga energética no presentaba

diferencias entre los dos grupos de animales (Control= 0,925+0.003 vs. Pfkm 7"
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=0,937+£0.035). En cambio, en condiciones de ejercicio, los animales
deficientes en PFK-1M presentan un indice inferior (0,865+0.006) a los
controles, que no ven modificado su valor (0,921+0.066). Estas alteraciones en
la bioenergética muscular ponen de manifiesto el estado de estrés energético
de los musculos deficientes en PFK, especialmente acentuado al realizar

ejercicio fisico.
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Figura 25. Ratios de los nucleétidos de adenina. La Figura muestra el cociente entre (A)
el ATP y el AMP y (B) el ATP y el ADP en musculo de animales control y Pfkm”" en condiciones
de reposo o tras realizar ejercicio.
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3.2. ESTUDIO DE LA MUSCULATURA ESQUELETICA IMPLICADA EN LA

RESPIRACION.

3.2.1. Analisis del diafragma y la musculatura intercostal.

Dada la importancia para la viabilidad del animal de la musculatura
implicada en la respiracidn, se analizaron la musculatura intercostal asi como el
diafragma de los animales Pfkm™".

En el diafragma, la reduccién de actividad PFK-1 fue similar a la
observada en el musculo esquelético, mostrando una reduccién del 33 % en los
animales heterocigotos y del 94% en los homocigotos (Figura 26A). Esta
reduccion en la actividad se correlacionaba con un incremento en los niveles de
glucosa-6-P (Figura 26B) y de glucdégeno (Figura 26C), en los ratones

homocigotos.

>
w
0

12 *
1207 67
i ~~
v © 1007 o o
L s © -~ | 8 4
& 5§ 801 * ggw' >3
=] == o O
S © 60" S E S g
2 2 a0 3 Z2- G4 T
5 S ©
0 0- 0 -
++ +- - +H+  +- - ++ +- /-

Figura 26. Andlisis metabdlico del diafragma. (A) Actividad PFK-1 en el diafragma. Se
obtuvieron extractos de este tejido y se ensayd la actividad PFK-1 segln se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados se muestran como porcentaje respecto a la actividad de
los animales control (n=3 animales por genotipo). Se determind el contenido de glucosa-6-P
(B) v glucogeno (C) en extractos de diafragma de animales de los tres genotipos tal y como se
describe en Materiales y Métodos. El resultado se presenta por gramo de peso fresco. Los
resultados son la media = S.E. (n=4 animales por genotipo). * P < 0.05 vs. animales control;
** p< 0.01 vs. animales control.
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Al analizar microscdpicamente el diafragma, se pudo observar un gran
incremento en el contenido de glucdgeno. Ello estaba asociado a una

desestructuracién de las fibras que lo componen (Figura 27).

Figura 27. Analisis histolégico del glucégeno en el diafragma. Se muestran cortes
representativos del diafragma de animales control (Con) y Pfkm™". Las muestras se tifieron
mediante la técnica de PAS para poner de manifiesto el contenido de glucégeno. Magnificacion
200x.

Por otro lado, el analisis histoldgico de la musculatura intercostal de
estos ratones reveld la presencia de gran cantidad de glucégeno en las fibras,

tal y como se puede observar en la Figura 28.
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Figura 28. Andlisis histolégico de la musculatura intercostal en los animales Pfkm™".
Se realiz6 una tincién de PAS para poner de manifiesto el glucdgeno. C costillas, IC musculos
intercostales. Magnificacién 40x (Recuadro 200x).
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3.2.2. Analisis de la funcidn respiratoria.

Dado que el estudio de los ratones carentes de PFK-1M reveld
importantes alteraciones en el diafragma asi como en los musculos
intercostales, se analizd la funcion respiratoria mediante pletismografia. Esta es
una técnica no invasiva que permite la monitorizacion de diversos parametros
respiratorios en varios ratones a la vez.

Para comprobar si el resultado estaba influido por una mayor o menor
tendencia a la actividad fisica de los animales Pfkm™", se dividi6 los 60 minutos
del test en periodos de 2 minutos y se anoto si el animal estaba en movimiento
0 en reposo durante ese periodo. Se calculd el porcentaje del tiempo en que los
animales estuvieron en reposo a partir del nimero total de periodos de 2
minutos asignados como reposo dividido por el nimero total de periodos (30).
En la Figura 29, se puede observar como no hay diferencias significativas entre
los dos grupos de ratones. Aun asi, el porcentaje medio de tiempo dedicado al
reposo era ligeramente, aunque no significativamente, superior en los animales

Pfkm™" respecto a los controles.
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Figura 29. Actividad durante el analisis de la funcién respiratoria. Porcentaje de tiempo
asignado a reposo (fraccién sdlida de la barra) y a movimiento (fraccién punteada de la barra)
lo largo de los 60 min del experimento. Ratones Pfkm”" (negro) y en animales control (blanco).
(n= 4 ratones por genotipo).
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Posteriormente, se estudid la frecuencia respiratoria media y maxima
desglosada en tres grupos: periodo de reposo, periodo de movimiento y media
total. Aunque no era significativa, se puede observar una tendencia en los
ratones Pfkm”" a tener una menor frecuencia respiratoria total tanto media
como maxima (Figura 30). Esta tendencia se observa claramente en la
frecuencia maxima total y en movimiento, donde los animales Pfkm? tienen
valores inferiores (Figura 30B). Asimismo, cuando comparamos la frecuencia
respiratoria en la fase de movimiento se observa que los animales Pfkm™

presentan una frecuencia, tanto maxima como media, inferior a los animales

control.
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Figura 30. Andlisis de la frecuencia respiratoria. Se estudié la frecuencia respiratoria en
los animales Pfkm”" y en animales control a lo largo de 60 min (Total), en fase de Reposo y en
fase de Movimiento. (A) Frecuencia respiratoria media. (B) Frecuencia respiratoria maxima.
Los resultados son la media = S.E. (n= 4 ratones por genotipo).

Seguidamente, se analizd el volumen tidal (volumen de aire inspirado o
expirado durante un ciclo respiratorio). De manera similar, no se observaron
diferencias significativas pero si una tendencia a que los animales Pfkm”
tuvieran un menor volumen tidal (Figura 31). En este caso, el volumen tidal no

varia en las fases de reposo y movimiento.

79



RESULTADOS

0.30 1 H /-
O ++
< 0.25 4
)
S =
£ £ 0204
3
o
>
0.15 1
0.10
Total Reposo Movimiento

Figura 31. Analisis del volumen tidal medio. Se determind en los animales Pfkm” y en
animales control a lo largo de 60 min (Total), en fase de Reposo y en fase de Movimiento. Los
resultados son la media + S.E. (n= 4 ratones por genotipo).

Estos datos parecen indicar que la afectacion histolégica observada en la
musculatura intercostal y el diafragma estarian afectando a la capacidad

respiratoria de los animales Pfkm™".
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4. ANALISIS DE LA DEFICIENCIA DE PFK-1M EN EL

MUSCULO CARDIACO.

La actividad PFK1 se analizé tambien en el corazdn, ya que en este tejido
la isoenzima muscular es la forma mayoritaria aunque no la Unica. Se observé
una fuerte reduccion en la actividad tanto en los ratones homocigotos
(aproximadamente un 84%) como en los heterocigotos (alrededor de un 40%).
No obstante, en los ratones Pfkm” se observaba un porcentaje de actividad
superior al observado en el musculo esquelético (Figura 32A). Los niveles de
glucosa-6-P (Figura 32B) y de glucégeno (Figura 32C) también se hallaron

incrementados en los corazones de los animales deficientes en PFK-1M.
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Figura 32. Analisis metabdlico de la musculatura cardiaca. (A) Actividad PFK-1 en el
musculo cardiaco. Se obtuvieron homogeneizados de este tejido y se ensayd la actividad PFK-1
segin se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran como porcentaje
respecto a la actividad de los animales control (n=3 animales por genotipo). Se determiné el
contenido de (B) glucosa-6-P y (C) glucégeno en extractos de musculo cardiaco de animales
de los tres genotipos, tal y como se describe en Materiales y Métodos. El resultado se presenta
por gramo de peso fresco (n=4 animales por genotipo). Los resultados son la media + S.E; *P
< 0.05 vs. animales control; **P < 0.01 vs. animales control.
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Por otro lado, el musculo cardiaco no mostraba alteraciones histoldgicas
evidentes, solo un ligero incremento en la tincidon de PAS en la periferia (Figura
33A). Sin embargo, el peso de los corazones de los animales PFK-1M era
superior al de los animales control, evidenciando una hipertrofia cardiaca

(Figura 33B). Estos datos podrian indicar una alteracién funcional del misculo

cardiaco.
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Figura 33. Andlisis histolégico e hipertrofia de la musculatura cardiaca. (A) Tincion
de PAS para poner de manifiesto el glucdgeno. Magnificacion 200x (B) Hipertrofia cardiaca en
los animales Pfkm™". El resultado se expresa en mg. de corazdn corregido por el peso del

ratdn. Los resultados son media + S.E. (n=4 animales por genotipo). *P < 0.01 vs. animales
control.

82



RESULTADOS

5. ANALISIS DE LA PATOLOGIA ERITROCITARIA.

La enfermedad de Tarui se caracteriza por presentar una afectacion
eritrocitaria, ya que la isoenzima muscular de la PFK-1M esta presente en este
tipo celular. Para analizar si este modelo murino reproducia el componente
eritrocitario de la enfermedad, se estudiaron diferentes parametros que

caracterizan la funcién del eritrocito, asi como otros derivados de su alteracion.

5.1. ANALISIS DEL METABOLISMO DEL ERITROCITO.

Para comprobar si la delecion del gen de la isoenzima muscular de la
PFK-1 provocaba un cambio en la actividad PFK-1 en el eritrocito, se realizé un
ensayo de actividad en extractos obtenidos a partir de muestras de sangre. La
actividad PFK-1 en los animales Pfkm” estaba reducida aproximadamente un
50% respecto a la de los animales control (Figura 34). Los animales

heterocigotos mostraban una reduccién en su actividad de alrededor del 25%.
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Figura 34. Actividad PFK-1M en sangre. Se obtuvieron lisados de sangre de animales de
los tres genotipos y se ensayd la actividad PFK-1, tal y como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados se calcularon como porcentaje respecto a la actividad de los animales

control. Los resultados son la media = S.E. (n=3 animales por genotipo). *P < 0.01 vs.
animales control.
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Seguidamente, se analizd si esta reduccion en la actividad PFK-1
provocaba un incremento de los niveles de hexosas fosfato, como se habia
detectado en la célula muscular. Aunque los animales Pfkm”" mantenian el 50%
de actividad PFK-1, los niveles de glucosa-6-P incrementaban unas 3 veces
respecto a los valores de animales control (Figura 35A). Los animales
heterocigotos no presentaban diferencias estadisticamente significativas,
aunqgue se observaba un ligero incremento.

En el eritrocito existe una derivacion de la glucdlisis que resulta en la
produccién de 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG). Este metabolito es el encargado
de modular la afinidad que tiene la hemoglobina por el oxigeno. Al determinar
su contenido en los eritrocitos de los animales Pfkm”" se observd una clara
reduccién del contenido de 2,3 DPG en los animales homocigotos respecto a los
controles (Figura 35B). Nuevamente, los ratones heterocigotos no mostraron

una reduccidn significativa en la concentracidon de este metabolito.
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Figura 35. Metabolitos en el eritrocito. Se obtuvieron muestras de sangre de animales de
los tres genotipos y se determind la concentracion de (A) Glucosa-6-P y (B) 2,3DPG. Los
resultados se expresan por litro de eritrocito (RBC). Los resultados son la media + S.E. (n = 5
animales por grupo). * P < 0.01 vs. animales control.
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Finalmente, a fin de comprobar si esta disminucidon de actividad podria
implicar un déficit energético en la célula roja, se valoraron los niveles de ATP.
Paradojicamente, los niveles de ATP se encontraron elevados en los ratones
Pfkm”" (Figura 36). Este incremento puede ser atribuido a la gran cantidad de
reticulocitos (40%) presentes en la sangre de estos animales, ya que éstos

tienen niveles de ATP superiores al eritrocito.
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Figura 36. ATP en el eritrocito. Se obtuvieron muestras de sangre de animales de los tres
genotipos y se determind la concentracion de ATP. Los resultados se expresan por litro de
eritrocito (RBC). Los resultados son la media £ S.E (n=5 animales por grupo). *P < 0.01 vs.
animales control.

5.2. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES HEMOLITICAS.

Estos animales presentaban un grado de hemodlisis elevado, puesto de
manifiesto por una acusada elevacion de la bilirrubina en sangre. Asi, los
animales Pfkm”" presentaban unos niveles de bilirrubina en sangre diez veces
superiores a los animales control y heterocigotos (Figura 37A). Asimismo, se

detectd un incremento en la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) en suero
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de estos animales respecto a los controles y los heterocigotos (Figura 37B).
Estas alteraciones bioquimicas estaban acompafiadas por una reduccion del
hematocrito de los animales carentes de PFK-1M (Figura 37C). Estos

parametros indicaban la presencia de un proceso hemolitico crénico en los

animales Pfkm™".
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Figura 37. Andlisis de parametros hemoliticos. Se valoraron parametros indicadores del
proceso hemolitico. (A) Bilirrubina total en suero. (B) Actividad lactato deshidrogenasa (LDH)
en suero. (C) Hematocrito. Los resultados son la media £ S.E (n=>5 animales por grupo). *P <
0.01 vs. animales control.

5.2.1. Analisis de la fragilidad eritrocitaria.

Posteriormente, se analizd si la deficiencia glucolitica de los ratones
Pfkm”" se reflejaba en una mayor fragilidad del eritrocito. Esta podria ser una
causa del elevado grado de hemdlisis observado. Las muestras de sangre de
estos animales se incubaron con una serie de concentraciones de cloruro sodico
(NaCl), que oscilaban desde el 0.9% hasta el 0%. La disminucion de la
concentracion de NaCl provoca un estrés osmotico en la célula roja que produce

su lisis. Esta puede ser cuantificada por el grado de absorbancia a 530nm

debido a la hemoglobina liberada.
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En la Figura 38, se puede observar como la disminucion de la actividad
PFK-1 en los eritrocitos conlleva una mayor sensibilidad a la variacion osmética
y por tanto una mayor fragilidad. Asi, a igual concentraciéon de NaCl hay mayor
porcentaje de eritrocitos lisados en los animales Pfkm”" que en los controles en
todas las concentraciones ensayadas. Por ejemplo, para una concentracién de
NaCl de 0.5% un 27 % de los eritrocitos controles habian lisado, mientras que
los eritrocitos provenientes de ratones Pfkm” se observaba un 48% de lisis
para la misma concentracion salina. Estos datos nos indicaban que el bloqueo
glucolitico en la célula roja provocaba una mayor fragilidad contribuyendo

probablemente al cuadro hemolitico presente en estos ratones.
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Figura 38. Fragilidad de los eritrocitos deficientes en PFK-1M. Para evaluar la fragilidad
eritrocitaria se incubaron muestras de sangre de animales control y Pfkm” con diferentes
concentraciones de NaCl (desde 0% hasta 0.9%). El grado de lisis se evalud por la presencia de
hemoglobina a una absorbancia de 530nm. La curva representada es un ajuste a una ecuacion
logistica de 4 parametros. Los resultados son la media £ S.E. (n=5 animales por grupo).
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5.2.2. Analisis de la respuesta compensatoria eritropoyeética.

Se ha descrito que en los pacientes de glucogenosis de tipo VII existe
una respuesta compensatoria eritropoyética para contrarrestar la hemodlisis
crénica. Con la finalidad de comprobar si esta respuesta estaba presente en los
ratones Pfkm”", se realizaron extensiones de sangre y se llevd a cabo un
recuento de reticulocitos. El recuento mostré la presencia de un 40% de
reticulocitos en circulacion en los ratones homocigotos para la mutacion,
respecto a un 2% en los controles (Figura 39). Los ratones heterocigotos no

mostraron diferencias respecto a los controles.
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Figura 39. Reticulocitosis en los animales Pfkm™". Se cuantificd la proporcién de
reticulocitos en sangre periférica de ratones control y Pfkm?”". (A) Recuento de reticulocitos: Se
expresa como porcentaje del total de células. (B) Extensiones de sangre de animales control y
Pfkm™, respectivamente. Las flechas muestran reticulocitos puestos de manifiesto por la tincion
con azul de metileno. Magnificacion 1000x. Los resultados son la media + S.E. (n=5 animales
por grupo). *P < 0.01 vs. animales control.

Durante las necropsias se observd como los ratones Pfkm”" presentaban
una esplenomegalia muy evidente (Figura 40A). En cambio, los animales
heterocigotos no presentaron diferencias respecto a los controles. El peso de

los bazos de los ratones Pfkm™” era unas cinco veces superior al de los animales
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control (Figura 40B). Para analizar la morfologia de estos bazos se realizaron
cortes histoldgicos (Figura 40C). En estas secciones se podia observar como los
bazos de los ratones Pfkm™" tenian incrementada el &rea correspondiente a la
pulpa roja. Esta zona del bazo es la encargada de eliminar los materiales de
desecho de la sangre, como los glébulos rojos defectuosos, asi como de la

eritropoyesis en condiciones de elevada demanda de eritrocitos.
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Figura 40. Esplenomegalia en los animales Pfkm™". Se analizaron los bazos de animales
control y Pfkm™". (A) Fotografia de un bazo control y de un bazo de un ratén homocigoto Pfkm’
”, (B) Peso de los bazos. (C) Cortes histoldgicos de los bazos, tefiidos con hematoxilina-eosina.
PB, Pulpa blanca PR, Pulpa roja. Los resultados son la media * S.E. (n=4 animales por grupo).
*P < 0.01 vs. animales control.
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Para comprobar la distribucion de la eritropoyesis se realizaron cultivos
clonogénicos de extractos de fémur y de bazo. Los extractos de bazo de los
animales Pfkm”" mostraron unas cinco veces mas precursores hematopoyéticos
que los animales control y heterocigotos (Figura 41A). Esto se correspondia con
el incremento de cinco veces en el peso del bazo descrito anteriormente (Figura
40B). En cambio, no se observaron diferencias en el nUmero de precursores en

la médula ésea entre ninguno de los tres genotipos (Figura 41B).
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Figura 41. Precursores hematopoyéticos en los animales Pfkm™". Se evalud el nimero
de unidades formadoras de colonias (CFU) en cultivos clonogénicos de (A) bazo y (B) fémur.
Los resultados son la media = S.E. (n=4 animales por grupo). *P < 0.01 vs. animales control.

Finalmente, se analizaron por citometria las diferentes poblaciones
presentes en estos extractos. Asi, se utilizaron los marcadores Mac-1, B220, Gr-

1, CD3 y TER119 para identificar los diferentes linajes celulares (Tabla 2).
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Marcador Tipo celular
Mac-1 Macréfago y sus precursores, granulocitos
B220 Linfocitos B
Gr-1 Células mieloides
CD3 Células-T, Timocitos, NK
TER119 Células eritroides, desde el proeritroblasto hasta el eritrocito maduro

Tabla 2. Marcadores utilizados en el analisis citométrico.

La poblacién eritrocitaria en los ratones Pfkm”, identificada por el
marcador TER119, estaba incrementada unas 6 veces en los extractos de bazo
y el doble aproximadamente en los de médula ésea (Figura 42). Este hecho
esta de acuerdo una eritropoyesis incrementada para compensar la hemdlisis
cronica. Como consecuencia del incremento en el porcentaje de células
eritroides respecto al total, otros tipos celulares estan porcentualmente
disminuidos, tanto en el bazo (B220, CD3) como en la médula ésea (Mac-1,
B220, Gr-1) (Figura 42). Una vez mas los animales heterocigotos no mostraron
diferencias respecto a los animales control. Estos resultados sugerian que la

eritropoyesis estaba incrementada tanto en médula 6sea como en el bazo.
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Figura 42. Estudio de las diferentes poblaciones en fémur y bazo. El andlisis se realiz a
partir de (A) extractos de médula dsea obtenida del fémur y (B) extractos de bazo. Los
resultados son la media = S.E. (n = 4 animales por grupo). * P < 0.05 vs. animales control; **
P < 0.01 vs. animales control.
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6. ESTUDIO DE LAS ADAPTACIONES MUSCULARES

CAUSADAS POR LA DEFICIENCIA DE PFK-1M.

6.1. ANALISIS DE LA HIPOXIA EN EL MUSCULO ESQUELETICO.

La reduccidon de los niveles de 2,3 DPG, y por tanto el aumento de la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, podria provocar una carencia de
oxigeno en el musculo esquelético. Para valorar este efecto en los musculos de
los ratones Pfkm”" se estudi6 la expresion del factor de respuesta a hipoxia
(HIF-1). Los niveles de expresidn de este gen se encontraron incrementados en
los musculos de los animales deficientes en PFK-1M (Figura 43A). En
situaciones de hipoxia, la célula responde tratando de incrementar el aporte de
oxigeno. Con esta finalidad, se incrementa la expresién del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que inducira la formacién de nuevos
vasos. De acuerdo con esto, la expresion de VEGF en los musculos deficientes
en PFK-1M parecia estar incrementada, aunque este incremento no era
estadisticamente significativo (Figura 43A). No obstante, los niveles de la
proteina analizados mediante técnicas inmunohistoquimicas estaban claramente
incrementados en este tejido (Figura 43B). Por otro lado, asociado a este
incremento de VEGF, también se observd un incremento en el nimero de
capilares entre las fibras, detectados mediante un anticuerpo contra PECAM-1

que es un marcador del endotelio vascular (Figura 43B).
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Estos datos indican que el aporte de oxigeno al musculo esquelético
estaria disminuido en los animales Pfkm”" provocando un cierto grado de

hipoxia, y que por lo tanto, la célula muscular estaria tratando de adaptarse a

esta situacion.
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Figura 43. Estudio de la hipoxia en la musculatura esquelética. Se estudio la expresion
de HIF-10, VEGF y PECAM-1 en musculos de ratones control y Pfkm 7. (A) Analisis de la
expresion muscular de HIF-1o.y VEGF mediante PCR en tiempo real. Los resultados son la
media + S.E. (n=3 animales por grupo). *P < 0.01 vs. animales control. (B) Analisis mediante
inmunohistoquimica de la expresién muscular de VEGF y PECAM-1.
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6.2. ANALISIS DE LA CAPACIDAD OXIDATIVA DEL MUSCULO

ESQUELETICO.

Las alteraciones del metabolismo muscular descritas anteriormente
provocan profundos cambios en la bioenergética de la fibra muscular debido a
la dificultad de utilizar la glucosa como substrato energético. Como respuesta,
el musculo podria tratar de compensar aumentando su potencial oxidativo.

Mediante histoquimica se realizd una tincion especifica para detectar la
actividad succinato deshidrogenasa (SDH). Esta tincidn permite clasificar los
tipos de fibras segin su capacidad oxidativa. En condiciones normales, las
fibras de tipo I presentan una fuerte tincion SDH, opuestamente a las fibras de
tipo II que se tifen pobremente. En los misculos de los animales carentes de
PFK1-M se podia observar gran cantidad de células con una fuerte tincién para
la actividad SDH, especialmente intensa en las fibras de menor tamafo (Figura
44A). Estas células con mayor tincion para SDH correlacionaban en los animales
Pfkm”" con las que presentaban mayor tincion de PAS y por tanto mas
glucogeno (Figura 44A). También, se realizd una tincidon para la actividad
NADH-tetrazolium reductasa (NADH-TR). Esta reaccién, que detecta una
reductasa presente en la mitocondria y en el reticulo sarcoplasmatico, también
nos permite identificar el potencial oxidativo de las fibras. En los musculos
deficientes en PFK-1M se observd un patrén similar al de la tincion SDH
confirmando la presencia de fibras con un metabolismo oxidativo anormal

(Figura 44B).
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NADH-TR
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Figura 44. Estudio de la capacidad oxidativa del musculo esquelético. (A) Se muestran
cortes seriados de musculo esquelético, tefiidos para poner de manifiesto el glucogeno (PAS) y
mediante la reaccion de la SDH. (B) Cortes de musculo esquelético tenidos para la reaccion de
la NADH-TR. Magnificacion 200x.

Para confirmar la alteracion del metabolismo oxidativo, se analizd la
expresion de varios genes implicados en este proceso. De este modo, se
hallaron incrementados (alrededor de dos veces) tanto el coactivador-la del
receptor-y activado por proliferadores de peroxisomas (PGC-1a) como el
receptor-8 activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR-5) (Figura 45).
Estos dos genes estan implicados en un incremento en la capacidad oxidativa
del musculo esquelético incluyendo la proliferacion mitocondrial. También, se
observd un incremento, de unas tres veces, en la expresion del transportador
de acidos grasos a la mitocondria carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1), asi
como de un 50% en la enzima citrato sintasa (CS), reguladora de la entrada de
acetilCoA al ciclo del acido citrico. El incremento de estas enzimas refleja el

aumento del potencial oxidativo del musculo.
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Figura 45. Expresion de genes clave en la biogénesis mitocondrial y el metabolismo
oxidativo. A partir de RNA de musculo esquelético se analizd mediante PCR en tiempo real la
expresion de diversos genes. Coactivador-1 o del receptor-y activado por proliferadores de
peroxisomas (PGC-1 o), receptor-§ activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR- §),
carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1), citrato sintasa (CS). Los resultados son la media +
S.E. (n = 3 animales por grupo). *P < 0.05 vs. animales control.

El incremento observado en la expresiéon de estos genes estaba de acuerdo
con el incremento en el tamano y el nimero de mitocondrias observado por

microscopia electronica (Figura 46).

Figura 46. Incremento del numero y tamafio mitocondrial. Fibra muscular de animales
control (Con) y Pfkm 7. Magnificacién 17000x. Las flechas indican mitocondrias.
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6.3. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES MIOPATICAS.

La musculatura esquelética de los animales Pfkm™” presentaba profundas
alteraciones miopaticas. En los musculos de los animales deficientes en PFK-1M
se podian observar fibras de mayor tamano (hipertrofia), asi como otras de
tamano inferior (atrofia). Por otra parte, estos musculos presentaban regiones
necroticas, caracterizadas por la palidez de las fibras y la presencia de
infiltrados  celulares (Figura 47A,B). También, se podian encontrar
calcificaciones (Figura 47C) y regiones con fibrosis (Figura 47D), debidas a
procesos de dafio cronico en el musculo.

Finalmente, la presencia de fibras basdfilas y de abundantes nucleos
centrales en los cortes transversales, asi como de cadenas de nucleos en los
cortes longitudinales, pone de manifiesto la intensa actividad regenerativa de

estos musculos (Figura 47E,F).
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/|

Figura 47. Alteraciones miopéaticas en los musculos de los animales Pfkm™". Las
muestras se tifieron con Hematoxilina-Eosina (C,E,F) o PAS (A,B,D). (A) y (B) fibras
necrdticas e infiltrados celulares. (C) Calcificaciones. (D) Fibrosis. (E) y (F) Fibras en
regeneracion puestas de manifiesto por la centralizacién nuclear. (A,C-F), Magnificacién 200X;
(B), Magnificacion 400x.
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7. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD PFK-1 EN CEREBRO Y

HIGADO.

En este estudio también se analizd la actividad PFK-1M en otros tejidos
donde no hay expresion de la isoenzima muscular, como el higado, o bien ésta

no es mayoritaria, como en el caso del cerebro.

7.1. HIGADO.

Dado que el higado expresa Unicamente la isoenzima hepatica, la
eliminacion del gen de la PFK-1M no deberia afectar a la actividad en este
tejido. De acuerdo con esto, el ensayo de actividad no detectd diferencias
significativas en los higados de animales de los tres genotipos (Figura 48A).
Tampoco se hallaron diferencias en los niveles de glucosa-6-P ni en el

contenido de glucégeno (Figura 48B,C).
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Figura 48. Analisis metabdlico del higado. (A) Actividad PFK-1 en el higado de animales
de los tres genotipos. Se obtuvieron homogeneizados de este tejido y se ensayd la actividad
PFK-1 segln se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran como porcentaje
respecto a la actividad de los animales control (n=3 animales por genotipo). Se determind el
contenido de (B) glucosa-6-P y (C) glucdgeno en extractos hepaticos de animales de los tres
genotipos (n=4 animales por genotipo). El resultado se presenta por gramo de peso fresco. Los
resultados son la media * S.E.
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7.2. CEREBRO.

En el cerebro se expresa la isoenzima muscular de la PFK-1 juntamente
con las otras dos isoenzimas. Para comprobar el impacto de la pérdida de la
PFK-1M, se valord la actividad PFK-1 en este tejido. Los animales Pfkm?
presentaban una reduccion del 60% en la actividad respecto a un animal
control, mientras que en los animales heterocigotos esta reduccion era
Unicamente de un 25% (Figura 49A). También, se realizaron cortes histoldgicos
para comprobar si esta reduccion de la actividad podia provocar depdsitos
anormales de glucdgeno. Sin embargo, estos cortes no revelaron la presencia

anormal de glucégeno en los cerebros de los animales Pfkm™ (Figura 49B).
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Figura 49. Andlisis de la actividad PFK-1 en el cerebro. (A) Actividad PFK-1 en el
cerebro. Se obtuvieron homogeneizados de este tejido y se ensayo la actividad PFK-1 segln se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran como porcentaje respecto a la
actividad de los animales control (n=3 animales por genotipo). *P <0.01 vs. animales control.

(B) Cortes de cerebro tefiidos mediante la técnica de PAS para poner de manifiesto el
glucogeno.
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Tampoco se observaron otras alteraciones histoldgicas evidentes en los
cerebros de estos animales. Estos datos sugerian que el 40% de actividad
restante es suficiente para mantener su funcionalidad en condiciones normales.
La relevancia bioldgica de esta reduccién de la actividad PFK-1 en el cerebro se

debera evaluar en posteriores estudios.
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DISCUSION

Durante los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias para el
estudio y manipulacion genética en animales de laboratorio. Estas herramientas
han abierto nuevas puertas en la comprension de los genomas, facilitando el
estudio de las enfermedades humanas. Entre estas nuevas tecnologias cabe
destacar la generacion de ratones Anock-out mediante recombinacion
homodloga en células madre embrionarias (células ES). Esta metodologia ha
hecho posible el estudio de la funcién génica en ratones deficientes para un
gen determinado. Por otro lado, ha permitido la obtencion de modelos animales
de enfermedades genéticas humanas, facilitando el estudio y el conocimiento
de la enfermedad. Asimismo, ha puesto a disposicion de los investigadores
sistemas experimentales para el ensayo de nuevas aproximaciones
terapéuticas.

La glucogenosis de tipo VIII o enfermedad de Tarui es una enfermedad
genética rara, relativamente poco estudiada debido a su baja incidencia y a su
dificil diagnosis. Actualmente, se dispone de un modelo canino espontaneo de
esta enfermedad, pero su patologia muscular difiere considerablemente de la
humana. Por otro lado, la realizacién de estudios con modelos caninos presenta
problemas debido a su dificultad de manipulacién asi como su elevado coste
economico.

En este estudio, se ha obtenido un modelo murino de glucogenosis de
tipo VIl mediante técnicas de recombinacion homéloga en células madre
embrionarias. Asi, se obtuvieron animales quimera y posteriormente animales
heterocigotos para la mutacion del gen de la PFK-1IM. El cruce de estos

animales entre ellos revel6 una baja proporcion de animales homocigotos al
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destete, respecto a los controles y heterocigotos. Ademas, se detectd una
elevada mortalidad en el mes posterior al destete. De esta forma sélo unos
pocos animales sobrevivian mas alla del segundo mes. En embriones de
estadios proximos al parto no se observo esta disminucion en la proporcion de
animales homocigotos, de manera que la letalidad en el fenotipo parece estar
asociada a etapas posteriores al parto o en el mismo parto.

Asimismo, la proporcion de heterocigotos y controles tampoco era la
esperada, apuntando a posibles anomalias a nivel de los gametos portadores
del alelo mutado. Esto es coherente con el caracter haploide de los gametos de
forma que los que presenten el alelo mutado podrian estar seleccionados
desfavorablemente respecto a los portadores del alelo salvaje. La importancia
de la PFK-1 y la glucdlisis en los gametos estad documentada en la literatura
tanto en el oocito (Tsutsumi et al., 1994) como en el espermatozoide (Mukai
and Okuno, 2004). Acorde con esto, se ha descrito que la delecion del
isoenzima espermatico de la gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa provoca la
inhabilitaciébn de la glucdlisis en el espermatozoide (Miki et al., 2004). Los
ratones deficientes en este enzima presentan profundos defectos en la
movilidad del espermatozoide siendo infértiles. Por lo tanto, una alteracion del
metabolismo glucolitico en el espermatozoide mutante podria seleccionarlo
desfavorablemente frente a los que presentan el alelo salvaje.

Los animales deficientes en PFK-1M son ligeramente mas pequefios que
sus hermanos tanto heterocigotos como controles, manteniéndose esta
tendencia a lo largo del tiempo. Aun asi, tanto en embriones como en animales

adultos se podian encontrar animales Pfkm”" de peso y tamafio comparable a
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los animales control. Esta variabilidad fenotipica podria ser atribuida a defectos
en el crecimiento embrionario asi como a la variabilidad genética de estos
animales ya que son hibridos de las cepas C57BI6 y 129Sv. Se necesitaran
posteriores estudios para aclarar el efecto de la mutacion tanto a nivel de
gametos como de desarrollo embrionario.

En este estudio, hemos podido observar como esta variabilidad fenotipica
en tamafo y viabilidad también se podia observar en la sintomatologia de la
enfermedad, ya que habia animales que mostraban rampas musculares con la
simple manipulaciéon, mientras que otros sélo las mostraban al forzarlos a
realizar ejercicio. Asi, la severidad en el fenotipo parece depender de otros
factores no solo del tipo de mutacion. Esto estaria de acuerdo con la
imposibilidad de establecer una correlacion entre el genotipo y el fenotipo para
esta enfermedad en pacientes humanos como también ocurre en otras
enfermedades similares, como la glucogenosis de tipo V (Dimaur et al., 2002).
En esta Ultima, se ha descrito que polimorfismos en la enzima conversora de la
angiotensina (ACE) correlacionan con la severidad del fenotipo de la
enfermedad (Martinuzzi et al., 2003). Este trabajo pone de manifiesto como las
diferencias en el acervo genético individual actian como modulador fenotipico
reflejandose en la severidad con que la enfermedad se manifiesta.

La actividad PFK-1 en los diferentes tejidos depende de la expresién de
uno o varios de los tres genes que codifican para las tres isoenzimas de la
proteina. De esta forma, la composicibn de homo- y/o heterotetrameros

presenta una especificidad tisular. Esto hace que el impacto fenotipico de la
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pérdida de la isoenzima muscular afecte de forma diferente dependiendo del
tejido.

En este estudio, se ha podido demostrar como las mayores alteraciones
se hallan en los tejidos que expresan de forma preferente la isoenzima
muscular de la PFK-1. Acorde con esto, la actividad PFK-1 en la musculatura
esquelética de estos animales estaba practicamente abolida. Los animales
heterocigotos para la mutacion también presentaban niveles inferiores de
actividad PFK-1, correspondiente a la reduccion observada en la expresion del
gen. Esta reduccién en la actividad PFK-1 no es suficiente para manifestarse

+/-

fenotipicamente en los ratones Pfkm™, ya que no se observaron diferencias
significativas en los parametros analizados en este estudio. Este hecho esta de
acuerdo con la ausencia de sintomatologia observada en los humanos
heterocigotos (Nakajima et al., 2002).

La carencia de actividad PFK-1 en las células musculares de los ratones
Pfkm”" comporta el bloqueo de la via glucolitica poniéndose de manifiesto por el
incremento de las hexosas monofosfato, asi como por los bajos niveles de
lactato circulante. Como consecuencia de este acumulo anormal de glucosa-6-P,
la glucogeno sintasa se halla fuertemente activada y, por lo tanto, la sintesis de
glucogeno se ve primada. Esto daria lugar al anormal depoésito de este
polisacarido observado en la musculatura de estos animales y que es
caracteristico de la glucogenosis de tipo VII.

Los pacientes de esta enfermedad no presentan problemas para realizar

la actividad diaria, en cambio su capacidad para realizar ejercicio fisico esta

severamente reducida por la aparicion de mialgias y rampas musculares. De la
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misma forma, los animales Pfkm” se mueven con aparente normalidad, no
presentando problemas para realizar la actividad diaria. En cambio, algunos de
ellos presentaban rampas musculares al manipularlos. Esto implica que el
musculo esquelético de los animales Pfkm™ tiene capacidad para obtener
energia en condiciones de actividad normal, pero cuando los requerimientos
energéticos se elevan, el musculo pierde funcionalidad. Esto est4 de acuerdo
con el ratio ATP/AMP observado en reposo. Este es comparable al de un animal
control y, por lo tanto, permitiria el funcionamiento normal de las ATPasas
celulares en condiciones de baja actividad. En cambio, esta situacion de estrés
energético se pone de manifiesto al realizar actividad fisica. En este momento,
la fibra muscular de los animales Pfkm™ no tiene capacidad para regenerar el
ATP necesario para mantener la contracciébn muscular, apareciendo la rigidez
muscular tras un breve periodo de ejercicio. Asimismo, la incapacidad de la
musculatura esquelética de estos animales para realizar glucélisis provocaba la
aparicion del rigor mortis al cabo de pocos segundos de su sacrificio. Se ha
descrito ampliamente que después de la muerte, el musculo puede obtener ATP
durante un cierto tiempo, normalmente varias horas dependiendo de diversos
factores como la temperatura, mediante la degradacion anaerdbica del
glucogeno muscular. Cuando finalmente el musculo deja de realizar glucolisis el
ATP se depleciona y como consecuencia aparece la rigidez muscular (Kobayashi
et al., 1999).

En un mdsculo normal, el periodo inicial de ejercicio puede ser
mantenido por la fosfocreatina almacenada en el musculo y por la reaccion de

la mioquinasa. Esta Ultima es la responsable de obtener energia extra
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degradando 2 ADP para restablecer un ATP y produciendo un AMP. Asimismo,
se ha descrito que la degradacion de este AMP a hipoxantina, inosina y amonio
seria la responsable de la hiperuricemia miogénica observada en los pacientes
de glucogenosis tipo VII (Kono et al., 1986;Mineo et al., 1987). Esto esta de
acuerdo con el incremento de los niveles de AMP observado en los ratones
Pfkm” tras el ejercicio. Ademas, el ratio ATP/ADP esta ligeramente elevado,
probablemente debido a la degradacion de ADP por esta reaccion. Esta
situacion de estrés metabdlico se ve reflejada también en un descenso en la
carga energética de adenilatos (AEC).

Como consecuencia de esta situacion energéticamente desfavorable la
célula muscular trata de adaptar su metabolismo hacia una mayor obtencion de
energia. La pérdida de la capacidad de obtencion de energia por la via
glucolitica en los animales Pfkm™ podria inducir en estas fibras una adaptacion
hacia un metabolismo mas oxidativo, utilizando los &cidos grasos como
substrato. En este sentido, el masculo esquelético de los animales deficientes
en PFK-1M mostraba un aparente aumento de la capacidad oxidativa, puesto de
manifiesto por el incremento de mitocondrias asi como por el incremento de la
actividad de los marcadores SDH y NADH-TR. Esto estaria de acuerdo con el
incremento en la expresion de genes clave en la biogénesis mitocondrial (PGC-
la), asi como el metabolismo oxidativo en el musculo esquelético (PPARS, M-
CPT1y CS).

Se ha descrito como PGC-la promueve la biogénesis mitocondrial en
condiciones de estrés energético asi como en respuesta adaptativa al ejercicio

(Attie and Kendziorski, 2003;Puigserver and Spiegelman, 2003). Asimismo, la
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activacion de PGC-1la reprime la oxidacion de glucosa en células musculares,
redireccionando la obtencidon de energia hacia la oxidacion de acidos grasos
(Wende et al., 2005). También, se ha descrito como PGC-la incrementa la
expresion de M-CPT1 (Baldan et al., 2004;Moore et al., 2003). Por otro lado, en
células musculares PGC-1a. es un potente coactivador de PPARS (Wang et al.,
2003b). Este receptor nuclear esta involucrado en la regulacion del metabolismo
lipidico en el musculo esquelético (Grimaldi, 2005). La activacion de
PPARS promueve la oxidacion de acidos grasos y la utilizacion de triglicéridos
en células musculares (Wang et al., 2003a), asi como estd implicado en la
determinacion del tipo de fibra (Wang et al., 2004).

La quinasa activada por AMP (AMPK) es el sensor energético bioldgico
capaz de detectar el estrés energético muscular y redireccionar la vias
metabolicas hacia la obtencién de energia (Hardie and Sakamoto, 2006). En el
musculo esquelético de los animales Pfkm™ el déficit energético crénico podria
llevar a la activacion de esta quinasa. De esta manera, un incremento en la
actividad AMPK incrementaria la oxidacion de éacidos grasos en el musculo
esquelético mediante la fosforilacion e inhibicion de la Acetil CoA carboxilasa
(ACC), disminuyendo por tanto los niveles de Malonil CoA. Este descenso de los
niveles de malonil-CoA provocando la activacion de la CPT-1, incrementando la
entrada a mitocondria de los acidos grasos. Asimismo, se ha descrito como una
activacion cronica de AMPK activa la transcripcion de PGC-1a (Lee et al., 2006),
incrementa la densidad mitocondrial en respuesta a deprivacion energética
(Zong et al., 2002) y también incrementa la expresion de genes oxidativos

como la CS (Long et al., 2005).
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Por lo tanto, la deficiencia en PFK-1 en el musculo esquelético conduciria
a una situacion de estrés energético que podria ser detectada por la AMPK y
producir los cambios que redireccionarian la bioenergética muscular hacia un
metabolismo oxidativo basado en el consumo de acidos grasos.

Los resultados de este estudio también demuestran que, adn
presentando este bloqueo glucolitico, el musculo mantiene la capacidad para
captar y fosforilar la glucosa, asi como para movilizar el glucégeno al realizar
ejercicio. De esta manera, se produce una acumulacion intracelular de glucosa
y hexosas fosforiladas. Para responder a este incremento anormal de hexosas,
la fibra muscular podria estar rederivando éstas hacia otras vias metabdlicas.
En este sentido, la via de las pentosas fosfato podria proporcionar un rodeo
para evitar el bloqueo glucolitico, ya que es capaz de transformar la fructosa-6-
fosfato a gliceraldehido-3-fosfato, permitiendo, en teoria, la oxidacién de
glucosa. Aun asi, la relevancia fisiolégica de esta posible via, asi como de otras
vias metabdlicas, se debera evaluar en posteriores estudios, como podrian ser
la utilizacién de técnicas de resonancia magnética nuclear de C** (C** RMN) o
los estudios de flujo, que nos permitan seguir el destino de la glucosa y otros
nutrientes en los musculos de los animales Pfkm™".

Aunque el musculo esquelético podria estar oxidando substratos para
mantener sus niveles energéticos, los reducidos valores de ATP en condiciones
de reposo indican que también podria tener problemas para obtener la energia
por la via oxidativa. El origen de esta alteraciébn metabdlica podria estar en que
el bloqueo en la via glucolitica limita el piruvato disponible por la célula para las

reacciones anapleréticas del ciclo del acido citrico. Aunque hay pocos estudios
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sobre el tema, parece claro que la anaplerosis del ciclo del acido citrico en el
musculo esquelético tiene un papel importante durante el ejercicio. Se ha
descrito que el conjunto de intermediarios de este ciclo se incrementa entre 3-4
veces durante el ejercicio, y declina progresivamente hasta el fin del ejercicio,
pero manteniéndose siempre por encima de los valores de reposo (Gibala et al.,
2000). En este sentido, el aumento del flujo anaplerético durante la contraccién
es proporcional al incremento de oxidacién de substratos (Walton et al., 2003).
Asimismo, las fibras con una mayor capacidad oxidativa también presentan un
incremento en la anaplerosis (Walton et al., 2003). En el masculo cardiaco se
ha demostrado que la deplecion de intermediarios del ciclo del &cido citrico
comporta una caida de la actividad contractil que se restablece al introducir
precursores anapleréticos como el piruvato (Russell, Il and Taegtmeyer,
1991;Taegtmeyer et al., 1980). Asi, estos datos indican que el bloqueo de la via
glucolitica de estos ratones podria estar afectando el metabolismo oxidativo en
el musculo evitando la normal anaplerosis.

La afectacion eritrocitaria de estos animales provoca un cambio en la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, de manera que al bloqueo glucolitico
habria que afiadir un posible problema de oxigenacion de las fibras. El
incremento detectado en la expresion del factor de respuesta a hipoxia HIF-1
en las fibras de estos animales indica que el masculo esta expuesto a un cierto
grado de hipoxia (Hoppeler and Vogt, 2001a). Esto se ha descrito ampliamente
en musculos expuestos a entrenamiento en condiciones hipoxicas (Vogt et al.,
2001), asi como a un efecto de la adaptacion a la altura (Hoppeler and Vogt,

2001b). Las adaptaciones musculares a la hipoxia se caracterizan
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principalmente por un aumento en el aporte de oxigeno hacia el tejido. Para
ello, HIF-1a induce la expresion muscular de VEGF (Tang et al., 2004). De esta
manera, el incremento HIF-1a. en los musculos deficientes en PFK-1M seria
responsable del incremento observado en la expresion de VEGF. Ademas, esta
proteina se ha descrito incrementada en procesos de isquemia cronica y como
un potente inductor de la regeneracion muscular (Rissanen et al., 2002;Arsic et
al., 2004). El incremento en la vascularizacion de los musculos esqueléticos de
los ratones PFK-1M estaria de acuerdo con la mayor expresion de esta proteina.
El aumento de la capilarizacion muscular incrementa el area de intercambio a la
vez que minimiza el tiempo y la distancia de difusion del oxigeno al musculo
para mejorar la oxigenacion de este tejido.

Por otro lado, la hipoxia induce la expresién de genes glucoliticos, como
la propia PFK-1 o la LDH, para tratar de incrementar la obtencion de energia
por la via anaerdbica (Hoppeler et al., 2003). La inactivacion especifica de HIF-
lao en el musculo esquelético de ratones provoca un profundo efecto,
especialmente durante ejercicio, con efectos que mimetizan miopatias
metabolicas como las glucogenosis de tipo V y VII (Mason et al., 2004). Estos
musculos son incapaces de incrementar la expresion de genes glucoliticos en
respuesta a ejercicio. Como respuesta compensatoria existe un cambio hacia un
metabolismo més oxidativo.

Por lo tanto, el masculo de los animales deficientes en PFK-1M trataria
de compensar el efecto hipoxico, debido a la alteracion eritrocitaria,

redireccionando su metabolismo hacia la utilizacién anaerébica de la glucosa
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como fuente de energia en detrimento del metabolismo oxidativo de los acidos
grasos.

Este estado de déficit energético crénico es probablemente el
responsable de los cambios miopaticos asociados a procesos de necrosis y
regeneracion observados en la musculatura de estos animales. Por otro lado, la
intensa actividad regenerativa pone de manifiesto que la afectacion molecular
no compromete la capacidad regenerativa del musculo esquelético.

La glucogenosis de tipo VIl se caracteriza por un déficit parcial de
actividad en el eritrocito ademas del déficit muscular, provocando un cuadro de
hemolisis compensada. Los ratones Pfkm” presentaban una disminucién de la
actividad PFK-1 en los eritrocitos de forma similar a la descrita en los pacientes
de glucogenosis tipo VII (Nakajima et al.,, 2002). Asimismo, el cuadro
hemolitico también se reproduce en estos ratones, caracterizandose por la
aparicion de elevados niveles de bilirrubina y LDH en sangre, acompafado por
un hematocrito inferior. La respuesta compensatoria ante esta hemdlisis crénica
se caracteriza por la aparicion de reticulocitosis. En los ratones PFK-1M los
niveles de reticulocitos circulantes estan incrementados hasta un 40%, valores
superiores a los descritos en humanos (Ronquist et al., 2001;Rudolphi et al.,
1995).

Aunque la pérdida de la isoenzima muscular de la PFK-1 s6lo provoca
una reduccion del 50% en la actividad PFK-1 en el eritrocito, ésta es suficiente
para provocar un impacto metabdlico importante. Esto es debido, por un lado, a
que la glucdlisis es la Unica via de obtenciébn de energia presente en el

eritrocito, y, por otro, que la pérdida de esta isoenzima provoca que los
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tetrameros que se mantienen en el eritrocito estén compuestos Unicamente por
la isoenzima hepatica, que presenta una cinética y una regulacion diferente a la
muscular (Vora, 1983;Vora, 1982). De esta manera, los niveles de glucosa-6-
fosfato se hallaron incrementados, reflejando un bloqueo parcial de la
capacidad glucolitica. Esta pérdida de capacidad para obtener energia es la
responsable de la disminucion en los niveles de ATP descritos en los pacientes
humanos (Ronquist et al., 2001). Contrariamente, los niveles de ATP obtenidos
en nuestro estudio son claramente superiores en los animales Pfkm”". Este
hecho puede ser explicado debido a la elevada presencia de reticulocitos en la
sangre de estos animales. El reticulocito aun mantiene mitocondrias y por lo
tanto mantiene capacidad para obtener energia de forma oxidativa. De acuerdo
con esto, otros estudios también han descrito mayores niveles de ATP (Harvey
et al., 1992). En los ratones Pfkm™ la hemdlisis estaba asociada a una mayor
fragilidad de los eritrocitos en respuesta a una situacion de estrés osmotico.
Bajo estas condiciones el eritrocito ha de obtener la energia necesaria para
mantener el equilibrio iénico y la integridad celular. Por lo tanto, este aumento
en la fragilidad apuntaria hacia una baja capacidad para obtener ATP en la
célula roja.

Los niveles de 2,3 DPG estaban marcadamente reducidos en la sangre
de los ratones PFK-1M™". Estos bajos niveles son probablemente debidos a una
reduccion del flujo glucolitico a lo que se podria afiadir la utilizacion del 2,3 DPG
como substrato para obtener energia. En este sentido, el 2,3 DPG es el
intermediario glucolitico mas abundante en el hematie ya que cuantitativamente

sus niveles corresponden a la suma del resto de intermediarios (van Wijk and
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van Solinge, 2005). Por lo tanto, un bloqueo o disminucion del flujo glucolitico
podria provocar su degradacién para obtener ATP. Adicionalmente, el 2,3 DPG
es el principal anion impermeable presente en el eritrocito, de manera que un
descenso en sus niveles induce un aumento de iones cloro y una subida del pH
intracelular (Giger et al., 1985). Los perros deficientes en PFK-1M presentan las
crisis hemoliticas asociadas a alcalinizacibon de la sangre debido a
hiperventilacion (Giger et al., 1985). El descenso en la concentracion de 2,3
DPG parece ser el responsable de esta fragilidad alcalina, ya que la restauraciéon
de los valores normales de este metabolito revierten esta fragilidad (Harvey et
al., 1988).

Paralelamente, el descenso de los niveles de 2,3 DPG provoca el
aumento de afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Como se ha comentado
antes, esto podria estar afectando al metabolismo oxidativo del musculo. Este
efecto de hipoxia también tendria como consecuencia la estimulaciéon de la
eritropoyesis y por tanto seria el responsable del elevado numero de
reticulocitos en circulacion.

La respuesta hematopoyética en este modelo murino, se caracteriza por
un incremento en la poblacion eritroide, caracterizada por el marcador TER119,
tanto en la medula 6sea como en el bazo. Los resultados confirman este
incremento de la eritropoyesis proveniente del bazo, ya que el niumero de
precursores hematopoyéticos se hall6 aumentado de forma proporcional al
tamafio del 6rgano. En cambio, en la medula 6sea no se detect6 un incremento
en el numero de precursores. Estos datos nos indicarian que los mecanismos

hematopoyéticos puestos en marcha tanto por la hemolisis como por el

115



DISCUSION

aumento de la afinidad de la hemoglobina, son principalmente a nivel del bazo.
En este sentido, se ha descrito como los ratones mutantes flexed-tail (7) tienen
una eritropoyesis normal en el adulto, pero cuando se les induce una hemdlisis,
son incapaces de compensarla adecuadamente. Estos ratones tienen una
mutacion en el gen Madh5 que es responsable del inicio de la diferenciacion y
la expansién de progenitores eritroides en el bazo (Lenox et al., 2005). Asi, en
la medula dsea adulta la eritropoyesis es principalmente homeostatica,
produciendo nuevos eritrocitos de forma constante. En cambio, durante
periodos de estrés hematopoyético, el bazo puede revertir a su papel fetal y
producir células de la sangre en el adulto. Asimismo, la esplenomegalia ha sido
descrita ampliamente en respuesta a procesos hemoliticos como por ejemplo
las talasemias (Aessopos et al., 2005;Aessopos et al., 2004), la anemia
falciforme (Adekile et al., 1993), asi como en un modelo murino de deficiencia
en piruvato quinasa (Morimoto et al., 1995). Las razones de este incremento
anormal del tamafo del bazo incluyen la hematopoyesis extramedular, o la
eliminacion de la circulacién de células sanguineas anormales.

El diafragma de los animales Pfkm™ presenta un bloqueo glucolitico y un
acumulo de glucogeno comparable a la musculatura esquelética. Esto implicaria
una situacion de estrés energético similar al observado en la musculatura
esquelética. Aun asi, la elevada capacidad oxidativa de la musculatura
diafragmatica, asi como la gran resistencia a la fatiga debido a su actividad
continua podrian ser la causa de una mayor adaptacion a la carencia glucolitica
(Polla et al., 2004). Asimismo, la musculatura intercostal de los ratones Pfkm™"

mostraba alteraciones analogas a las del resto de musculatura esquelética. Por
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lo tanto, no se puede descartar que la causa de la elevada mortalidad sea un
fallo respiratorio debido a la pérdida de funcionalidad del diafragma y/o la
musculatura intercostal. A favor de esta hipo6tesis se encuentran los estudios
realizados en el ratbn modelo de distrofia muscular de Duchenne (mdx)
(Dupont-Versteegden and McCarter, 1992). Este animal presenta una
degeneraciéon progresiva de la musculatura esquelética compensada por unos
procesos de regeneracion que mantienen la funcionalidad. En contraste con
esto, el diafragma muestra también un fuerte proceso de degeneracion, pero
posteriormente no tiene capacidad para regenerar. Este hecho esta de acuerdo
con la mortalidad debida a fallo respiratorio en pacientes de distrofia muscular
de Duchenne (Kohler et al., 2005). También, en pacientes de la modalidad mas
severa de la glucogenosis de tipo VII se ha descrito la muerte debida a
problemas respiratorios. (Amit et al., 1992;Servidei et al., 1986;Guibaud et al.,
1978). En este sentido, las pruebas realizadas en este estudio apuntan a la
posibilidad de que estas anomalias histoldgicas y bioquimicas observadas en el
diafragma y la musculatura intercostal se manifiestan en una alteracién
fisiologica del proceso respiratorio. Esta alteracion parece estar caracterizada
por una frecuencia respiratoria disminuida, especialmente la frecuencia
respiratoria maxima en fase de movimiento, y por un menor volumen tidal. Esto
podria ser debido a la imposibilidad de estos muasculos para realizar con plena
normalidad los procesos de expansion y compresion de la cavidad toracica.
Tampoco podemos descartar la influencia que pueda tener la alteracion
eritrocitaria en el proceso respiratorio ya que los niveles de oxigenacién de la

sangre se ven alterados por el cambio de afinidad de la hemoglobina por el
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oxigeno asi como por la hemdlisis. En este sentido, se ha descrito como una
exposicion aguda a condiciones hipOxicas provoca fallo respiratorio asociado a
un severo dafio de la musculatura respiratoria (Polla et al., 2004).

Esta afectacion respiratoria unida al problema hematologico podrian ser
los responsables de la hipertrofia cardiaca observada. Asi, el musculo cardiaco
deberia trabajar mas para mantener la oxigenacién de los tejidos provocando
su hipertrofia. La actividad detectada en el masculo cardiaco se puede atribuir a
la expresion de la isoenzima hepética en este tejido. Experimentos realizados /n
vitro con tejidos de rata demostraron que la neutralizacién con anticuerpos de
la isoenzima muscular provocaban una reduccion de 99% de la actividad en el
musculo y el diafragma, y un 95% en el corazon (Dunaway and Kasten, 1987).
La presencia de un 16% de actividad PFK-1 en el musculo cardiaco unida a su
elevado potencial oxidativo podrian ser los responsable de que el corazon se
mantenga funcional. Aun asi, el mduasculo cardiaco también acumulaba
glucoégeno y presentaba un bloqueo de la glucdlisis puesto de manifiesto por el
incremento de glucosa-6-P. Se ha descrito en diferentes estudios como
alteraciones moleculares que llevan a un incremento en el glucdégeno cardiaco,
alteran la funcionalidad del corazén (Matsui et al., 2006;Laforet et al., 2006).
Por lo tanto, no se puede descartar que el déficit en PFK-1M pueda afectar a la
funcionalidad cardiaca. De acuerdo con esto, se ha descrito la existencia de
anomalias cardiovasculares en un paciente de esta enfermedad. Entre estas
afectaciones se ha descrito la hipertrofia ventricular y el agrandamiento de atrio

(Finsterer et al., 2002).
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Por otro lado, la reduccion de actividad PFK-1 observada en el cerebro de
estos animales esta de acuerdo con la expresion de la isoenzima muscular en
este tejido. En la variante infantil de la enfermedad se ha descrito retraso
mental (Servidei et al., 1986;Spriggs et al., 1999), asi como alteraciones
neuroldgicas en algun paciente de edad avanzada (Finsterer et al., 2002). Aln
asi, la mayoria de casos descritos no presentan alteraciones en el sistema
nervioso central. El mantenimiento de un 40% de actividad podria ser suficiente
para no presentar anomalias en condiciones normales. En este sentido, los
musculos de los animales heterocigotos que tenian su actividad disminuida en
un 50% no presentaban ningun problema muscular. La relevancia fisioldgica de
este déficit en el cerebro se debera evaluar en posteriores estudios.

Asi pues, este estudio nos ha permitido profundizar en la comprension de
la glucogenosis de tipo VII mostrando que se trata de una enfermedad
compleja en la que el fenotipo depende de la interaccion de los diferentes
tejidos afectados por la carencia de PFK-1M. En este modelo murino se ha
demostrado como la funcionalidad de la musculatura esquelética esta limitada
no solo por el déficit intrinseco en el tejido muscular, sino que la alteracién
eritrocitaria lo estd exacerbando. Asimismo, otros tejidos como el corazdn,
diafragma y el cerebro presentan alteraciones bioquimicas profundas, que
afectan de forma diferencial a su funcionalidad, y que contribuyen al fenotipo
de este animal modelo de glucogenosis tipo VII.

Finalmente, el ratén Pfkm”" es el primer modelo murino de glucogenosis
de tipo VII. Este animal reproduce las alteraciones musculares y eritrocitarias

observadas en los pacientes humanos, siendo asi un modelo atil para
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profundizar en el estudio de esta enfermedad. Asimismo, este modelo animal
permite, por un lado el estudio de las adaptaciones del metabolismo muscular a
la carencia de glucdlisis y, por otro, el estudio de los procesos hematopoyéticos
en un modelo de hemodlisis crénica.

Por tanto, este modelo animal nos permitird desarrollar y estudiar nuevas
aproximaciones terapéuticas, especialmente la terapia génica, para la
glucogenosis de tipo VII asi como para otras enfermedades de caracteristicas

similares.

120



VI. CONCLUSIONES.



CONCLUSIONES

1. Se han obtenido ratones carentes de la expresion del gen de la PFK-1M
mediante técnicas de recombinacion homologa en células ES. Estos animales son

viables pero presentan un elevado indice de mortalidad.

2. Los ratones Pfkm™ reproducen la patologia muscular humana caracterizada por
un blogueo de la via glucolitica que provoca un incremento anormal en los
depdsitos de glucdgeno. Asimismo reproducen la intolerancia al ejercicio asociada

a un estrés energético de la fibra muscular.

3.La pérdida de la PFK-1M provoca severas alteraciones en la musculatura

implicada en la respiracién asi como en el misculo cardiaco de los ratones Pfkm™".

4. Estos animales reproducen la patologia eritrocitaria humana caracterizada por

un proceso hemolitico cronico y una respuesta eritropoyética compensatoria.

5. El descenso de la concentracion eritrocitaria de 2,3DPG provoca una respuesta
a hipoxia por parte del musculo caracterizada por el incremento de la expresiéon

de HIF-1a y de la vascularizacion.

6. La musculatura esquelética de los animales Pfkm” presenta adaptaciones hacia
un incremento del metabolismo oxidativo de acidos grasos caracterizado por un
incremento de genes clave en este proceso como son PGC-la, PPARS, CPT-1y

CS.
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7.Las alteraciones musculares y eritrocitarias provocan conjuntamente una
situacion de estrés energético cronico en la musculatura esquelética de los

animales Pfkm™".

8. Este animal representa el unico modelo murino de la glucogenosis de tipo VII

gue permitird profundizar en el estudio de la enfermedad asi como en el desarrollo

y ensayo de nuevas aproximaciones terapéuticas.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES.

1.1. ANIMALES.

Los animales utilizados para la obtencién de ratones deficientes en PFK-1M
fueron ratones hembra de la cepa C57/BI6 (IFFA CREDO), cruzadas con machos de la
misma cepa, como donadoras de blastocitos. Esta cepa también fue utilizada como
ratones control para cruzar con los animales quimeras. Las hembras receptoras fueron
de la cepa CD-1 (Charles River) y los machos vasectomizados eran de la cepa OFOFF-1
(IFFA CREDO). Los ratones mutantes obtenidos eran hibridos C57BI6/129. La colonia
se estableci6 a partir de la primera generacion heterocigota y posteriormente fue
mantenida mediante cruces de animales heterocigotos obtenidos en la misma colonia.
Todos ellos estaban alimentados ad /ibitum con una dieta estandar (Panlab, Barcelona,
Espafia) y se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y luz (ciclos de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con luces a partir de las 9:00 a.m.). Cuando
fue necesario, los animales se ayunaron durante 16 horas. Las muestras se obtuvieron
a primera hora de la mafiana (9:00-10:00 a.m.). Para el sacrificio de los animales, los
ratones eran anestesiados mediante anestésicos inhalatorios (Fluothane®) vy
sacrificados por decapitacién. Sus tejidos y érganos eran diseccionados, rapidamente
congelados en nitrogeno liquido, y posteriormente se mantuvieron a -80°C hasta su
procesamiento. Dependiendo del experimento, los animales fueron anestesiados
mediante una inyeccion intraperitoneal de una solucién anestésica (Rompun® e
Imalgene®), para rapidamente extraer los tejidos de interés y congelarlos con unas
pinzas previamente enfriadas con nitrégeno liquido (freeze-clamp). Los procedimientos
experimentales se aprobaron por el Comité de Etica y de Experimentacion Animal y

Humana de la Universitat Autonoma de Barcelona.
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1.2. LINEAS CELULARES.

Para realizar la manipulacién genética se usaron células madre embrionarias
(ES) de ratdén de la cepa 129/SV (Specialty Media, Phillpsburg,NJ). Para la obtencion de
fibroblastos mitéticamente inactivos se usaron fibroblastos embrionarios murinos (MEF)

(Genome Systems Inc, St.Louis, MO).

1.3. CEPAS BACTERIANAS Y VECTORES.

1.3.1. Cepas bacterianas

La cepa bacteriana utilizada para la obtencion de las diferentes construcciones
plasmidicas fue la cepa DH5a de £. coli. Las construcciones plasmidicas incluian el gen
de la resistencia a la ampicilina para su seleccion. Asi, el crecimiento de estas bacterias
se realizaba a 37°C en medio de cultivo LB (Miller”s LB Broth, Laboratorios CONDA,
Madrid), con una concentracion de 50 ug/mL de ampicilina para su seleccion.
Glicerinados de estas bacterias se conservaron a -80°C en medio LB con glicerol al

20% (vol/val).

1.3.2. Vectores plasmidicos.

Los vectores plasmidicos utilizados en este trabajo fueron:

- pPNT: Este vector incorpora el gen de resistencia a neomicina (Neo) y el gen de la
timidina quinasa (TK) ambos bajo el promotor de la PGK1. (Cedido por el
Dr. Tony Pawson (Samuel Lunefeld Research Institute, Toronto, Canada)).

- p123T: Vector utilizado para pasos intermedios. (Mo Bi Tec, Gottingen, Alemania).
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1.3.3. Analisis de genotecas de Bacteriéfago A.

Para obtener las secuencias gendmicas se utilizé6 una libreria genémica de la
cepa de ratén 129/SV (Stratagene #946305). Esta libreria utiliza como vector el
bacteriéfago A FIX " Il, que permite clonar fragmentos de ADN gendémico de un
promedio de 17 Kb. Para su amplificaciéon se us6 como huésped la cepa XL1-Blue
suministrada con la genoteca. La metodologia utilizada es basicamente la descrita en la

documentacion de la genoteca y en Ausubel (1997).

1.3.3.1. Cultivo y andlisis de la genoteca.

Para plaquear la genoteca se cultivé la cepa XL1-Blue en medio LB con 10mM
MgSO, y 0,2% de maltosa para inducir la expresion del receptor del bacteriéfago. De
este cultivo se cogieron alicuotas de 500 uL que eran infectadas con el bacteriéfago a
una concentracion de unos 10.000 bacteriéfagos por alicuota. Posteriormente, se
dejaban 20 min. a temperatura ambiente y 30 min a 37°C facilitando asi la adsorcion
del bacteriéfago a la célula huésped. En este punto, se afiadian 7 ml de Top-agarosa
fundido y atemperado a unos 37°C y se plaqueaba en placas de 150 mm con LB-agar
precalentadas a 37°C. Estas placas eran incubadas toda la noche y al dia siguiente se
podian observar las calvas de lisis producidas por el bacteriéfago. Para realizar el criba,
las placas de lisis eran transferidas a membranas de nitrocelulosa (Schleicher &
Schuell) obteniendo réplicas. Estas membranas eran posteriormente hibridadas con
sondas marcadas radiactivamente para identificar las calvas provenientes de
bacteri6fagos que incorporaban la secuencia gendmica de interés. Estas calvas eran
aisladas de la placa y almacenadas en solucion SM. Para garantizar el aislamiento Unico
del clon de interés se procedid a una nueva criba donde la infeccién se realizaba a
partir de las calvas aisladas anteriormente. Este procedimiento se repiti6 dos veces

mas por confirmar los clones positivos.
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Top-agarosa LB-agar SM (por litro
LB LB 5 g NaCl
0,7% agarosa 15¢g/L Bacto-agar 2g MgS0,.7H,0
10mM MgSO, 10mM MgSO, 50 ml 1M TrisCI, pH 7.5

0.01% gelatina

1.3.3.2. Obtencion y purificacion de DNA del vector .

El DNA se aisl6 a partir de placas infectadas con el bacteriéfago purificado y
cultivadas hasta observar una lisis confluente en la placa, normalmente una noche. En
este punto se afladia a la placa solucion SM y se dejaba en agitacién suave varias
horas. El sobrenadante era recogido y el DNA se purificaba utilizando el kit High Pure
Lambda Isolation Kit. (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

1.4. SONDAS DE DNA.

Para detectar los clones gendmicos de la PFK-1M se obtuvieron sondas por RT-
PCR. A partir de RNA total de musculo de raton se realizaron diferentes RT-PCR,
utilizando como cebadores oligonucleotidos disefiados a partir de secuencias parciales

del gen de ratén publicadas (Nakajima et al., 1994). Los cebadores utilizados fueron:

PS3: 5'-GCGTCGACAATCTGCAAGAAAGCAG-3'

RM7: 5'-GCATCGATGACCCATGAAGAGCACCATG-3'

AMP: 5'-ACGAATTCACCATCCACCAGGCCTTGGTAACC-3'
P650: 5'-CAGTCGACGACAGAGAGGTGACAAGGGCCAGGTAT-3'

Se utiliz6 como sonda para el criba de la libreria genémica el fragmento de 226
pb, producto de la amplificacion PS3-AMP, que correspondia a regién 5' no traducida
mas los dos primeros exones del gen de la PFK-1M. La identidad de esta sonda se

confirmo por secuenciacion.
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Para detectar los clones recombinantes asi como los animales fundadores se
utilizaron las siguientes sondas obtenidas a partir de los fragmentos gendmicos

clonados:

- Pstl/ Sall: Fragmento genémico de 350 pb del intron 3 del gen de la PFK-1M.
- Xho | | Hind 1ll: Fragmento genomico de 350 pb situado 5 de la regién

promotora del gen de la PFK-1M.

1.5. ANTICUERPOS.
Para la realizacion de los ensayos inmunohistoquimicos presentados en este

trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

- Anticuerpo de ratdn contra la cadena rapida de la miosina (Ref. M-4276, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Dilucién 1/400.

- Anticuerpo de ratén contra la cadena lenta de la miosina (Ref. M-8421 Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Dilucién 1/3000.

- Anticuerpo de conejo contra la proteina VEGF (Ref SC-507, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, California,USA). Dilucién 1/50.

- Anticuerpo de rata contra la proteina PECAM-1 (Ref. SS7355, Pharmingen, BD

Biosciences 2350 Qume Drive, San Jose, CA US). Dilucion 20 ug/ml.

Para la inmunodeteccién, se utilizaron diversos anticuerpos secundarios:

- Anticuerpo de conejo contra IgG de rata biotinilado (Ref BA4001, Vector
Laboratories, Inc. 30 Ingold Road Burlingame, CA, USA)
- Anticuerpo de conejo contra IgG de rata biotinilado (Ref BA4001, Vector

Laboratories, Inc. 30 Ingold Road Burlingame, CA, USA)
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- Anticuerpo de cabra contra IgG de conejo biotinilado (Ref BA1000, Vector

Laboratories, Inc. 30 Ingold Road Burlingame, CA, USA)

Para la visualizacion del marcaje se utilizaron diversos sistemas de deteccién:

- Alexa Fluor® 488 conjugado con estreptavidina (Ref. S-11223, Molecular Probes
Europe BV, Leiden, The Netherlands).

- Alexa Fluor® 546 conjugado con estreptavidina (Ref. S-11225, Molecular Probes
Europe BV, Leiden, The Netherlands).

- ABC Peroxidase Mouse IgG Staining Kit (Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL,
USA).

- Vector Mouse on Mouse (M.0.M.™) Kit (Ref BA4001, Vector Laboratories, Inc. 30

Ingold Road Burlingame, CA, USA).
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2. METODOS.

2.1. CULTIVOS CELULARES.

2.1.1. Cultivo de fibroblastos embrionarios murinos (MEF).

Se partio inicialmente de alicuotas congeladas de fibroblastos a pasaje 2, que
contenian 3x10° células por vial aproximadamente. Estas se descongelaron y
resuspendieron en medio de fibroblastos para hacerlas crecer en 5 placas de 150 mm.
Estos cultivos eran incubados a 37°C hasta que se encontraban casi confluentes,
normalmente 3-4 dias. Para amplificarlas, fueron tripsinizadas y posteriormente
sembradas en 25 placas. Se dejaron nuevamente en cultivo y cuando se encontraban
nuevamente confluentes fueron tripsinizadas, lavadas con medio de cultivo y
resuspendidas en medio de congelacion. En este punto se alicuotaron en unos 40 viales
con 4x10° células por vial aproximadamente. Este procedimiento se repiti6 varias veces

para obtener los fibroblastos necesarios para el trabajo experimental.

Medio de cultivo de fibroblastos Medio de congelacion
DMEM DMEM
15% FCS inactivado (30 minutos a 56°C) 25% FCS inactivado
1% NEAA (Aminoécidos no esenciales) 10% DMSO

2% Glutamina
100uM Bmercaptoetanol

50U/ml Penicilina / streptomicina

2.1.2. Tratamiento de los fibroblastos murinos con mitomicina C.
Para obtener fibroblastos mit6ticamente inactivos estos fueron tratados con
mitomicina C (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Inicialmente se sembraban

fibroblastos en 5 placas de 150 mm que se dejaban crecer hasta confluencia para
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después ser amplificados en 15 placas de 150 mm. Este proceso se repetia hasta
obtener unas 40 placas de 150 mm confluentes. En este punto se aspiraba el medio y
era sustituido por 10 ml medio con mitomicina C (10ug/ml). A continuacion se dejaban
2,5 horas a 37°C. Posteriormente, se aspiraba el medio y se realizaban 3 lavados con
25 ml de PBS. Este proceso se realizaba muy rapido con tal de mantener la maxima
viabilidad en los fibroblastos. Finalmente, los cultivos eran tripsinizados y congelados

en viales con 4-5x10° células por vial aproximadamente.

2.1.3. Cultivo de células ES.

Para amplificar las células ES se cultivaron siempre en placas donde
previamente se habian cultivado fibroblastos tratados con mitomicina. Estos cultivos no
se dejaban mas de tres dias sin amplificar, y cada dia se cambiaba el medio para
mantener las células ES indiferenciadas. Con esta finalidad, los cultivos también eran
observados diariamente para comprobar que la morfologia de los clones de células ES
era la correcta. Inicialmente se plaqueé un vial de células ES, 5x10° células, en cuatro
placas de 10 cm y se dejo crecer con medio de células SE durante 3 dias. Se
tripsinizaron y posteriormente fueron amplificadas en 20 nuevas placas. Estas fueron
incubadas tres dias més. Finalmente se tripsinizaron y congelaron en viales con 5x10°
células por vial aproximadamente. Estas células se utilizaron en los experimentos

posteriores.

Medio de cultivo de células ES Medio de congelacién
KO-DMEM KO-DMEM
15% Ko Serum 25% KO-Serum
1% NEAA (Aminoacidos no esenciales) 10% DMSO

2% Glutamina

100uM B—mercaptoetanol
50U/ml Penicilina / streptomicina
LIF 10° U/ml
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2.1.4. Electroporacion.

Para introducir el vector en las células ES se utilizd la técnica de
electroporaciéon. Las células ES eran cultivadas tres dias antes, y el dia de la
electroporacion se tripsinizaban y se resuspendian en PBS a una concentracién
aproximada de 20x10° células ES/ml. De estas se cogia un mililitro y se depositaba en
la cubeta de electroporacion afiadiendo 25 ul de DNA del vector de recombinacion a
una concentracion de 1 ug/ul. Las condiciones de electroporacion fueron: 600V / 25uF.
Una vez electroporadas, las células se mantenian en hielo durante 5-10 minutos.
Finalmente se resuspendieron en medio de cultivo y se sembraron en placas de 10 cm

con fibroblastos inactivos para realizar la seleccién de los clones.

2.1.5. Doble seleccion.

El proceso de seleccion se realizaba utilizando un anélogo de la neomicina, el
G418 (Gibco-BRL, Invitrogen, San Diego, CA, USA) como selecciébn positiva y
Ganciclovir (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN) como negativa. Las placas de
células ES electroporadas se dejaban crecer un dia en medio de células ES y
posteriormente se reemplazaba por los medios de seleccion. Estos medios se obtenian
afiadiendo Ganciclovir (5mM) y/o G418 (250 ug/ml) al medio de cultivo de células ES.
Cada dia, durante unos 7-8 dias, se cambiaban los medios de seleccion hasta que
aparecian los clones resistentes, con un tamafio y una morfologia adecuada para ser

aislados.

2.1.6. Obtencidn de clones de células ES.

Las placas resultantes de la doble seleccion eran incubadas con medio fresco sin
antibidticos durante 30-60 min a 37°C y lavadas posteriormente con PBS. Una vez
lavadas se afiadia 5 ml. de PBS a cada placa y se procedia al aislamiento de los clones.

Se realizaba bajo la lupa, individualizando y obteniendo los clones utilizando una pipeta
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de 200 pl fijada a 50uL. Los clones aislados se depositaban en una placa de 96 pozos.
En esta placa eran disgregados con 15uL de una solucién con 0,125% de tripsina
durante 3 min. A 37°C y posteriormente pipeteando arriba y abajo. De las células
resultantes, una parte eran congeladas y la otra eran sembradas en placas de 6 pozos.
Estas se dejaban crecer a 37°C para obtener DNA que serviria por analizar si se habia

dado la recombinaciéon homologa.

2.1.7. Cariotipado.

Los clones de células ES positivas fueron cariotipados para descartar posibles
anomalias en el nimero de cromosomas debidas al cultivo y la seleccion. Las células
eran cultivadas en placas de 6 pozos sin fibroblastos hasta obtener un 50%-75% de
confluencia. El medio se cambiaba 3 horas antes de iniciar el procedimiento. Se afiadia
Demecolcine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) al medio a una concentracion de 0,02
pg/ml y se dejaba incubando 1 h a 37°C. Después, las células eran tripsinizadas y
lavadas con PBS para resuspenderlas posteriormente en 1 ml 0.56% KCIl. Una vez
resuspendidas se afiadian 6 ml mas de 0.56% KCI. Tras 10 minutos a temperatura
ambiente se realizaban 3 lavados con una mezcla de metanol/acético (3:1) enfriado en
hielo. Para obtener una buena dispersién de los cromosomas, la solucion era lanzada
sobre un portaobjetos desde una altura aproximada de un metro. Posteriormente eran
tefiidos con Giemsa 3% en PBS para su visualizacion. Se contaba el numero de
cromosomas de un minimo de 10 células. El nimero normal de cromosomas de ratén
es de 40. Desviaciones de este numero en mas de una célula de cada recuento se

consideraba posible aneuploidia y por lo tanto, el clon no seria inyectado.

2.1.8. Obtencion de DNA gendémico.
El DNA gendmico de las células ES se obtenia a partir de cultivos

semiconfluentes. Estos eran lavados con PBS, y a continuacion se afiadia un tampén de
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lisis con SDS y proteinasa K y se dejaban toda la noche a 37°C o 3-4 horas a 55°C.
Posteriormente se realizaban fenolizaciones para separar las proteinas. A partir de la
fraccion acuosa se precipité el DNA gendmico con isopropanol y se centrifugd durante
15 minutos a 12000xg. Se descartd el sobrenadante mediante aspiracion.
Posteriormente, se lavd el pellet de DNA con etanol al 75%, se volvié a centrifugar
durante 10 minutos a 16000xg y se descartd nuevamente el sobrenadante por
aspiracion. Tras dejar evaporar los restos de etanol 5 minutos a temperatura ambiente,
se resuspendié el DNA en 50 uL de agua o de TE, previamente calentada a 56°C para

favorecer la resuspension.

Solucion de lisis TE
100 mM Tris-HCI pH 8,5 10 mM Tris-HCI pH 8
5 mM EDTA pH 8 1 mM EDTA pH 8
0,2% (p/vol) SDS
200 mM NacCl

1% Proteinasa K

2.2. OBTENCION DE RATONES DEFICIENTES EN PFK-1M.

2.2.1. Obtencién de embriones en estadio de blastocisto.

Para obtener embriones en estadio de blastocisto, las hembras C57BI6 se
cruzaban con machos de la misma cepa. Para saber qué hembras habian sido
cubiertas, el dia siguiente se seleccionaban aquellas que presentaban tapon vaginal y
se sacrificaban 4 dias después. Se extraia el Utero, y mediante una jeringa se perfundia
con medio KSOM para liberar los blastocistos. Finalmente, eran sometidos a diferentes
lavados con el mismo medio y posteriormente cultivados en microgotas sumergidas en
aceite mineral. Asi se mantenian a 37°C en una atmosfera controlada (5% de O,, 5%

CO3, y 90% N,) hasta el momento de la microinyeccién.
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Medio KSOM

NaCl 0.95 mM Piruvato Sodico 0.2 mM
KCI 2.5 mM NaHCO; 25 mM
KH,PO, 0.35 mM CacCl, 1.71 mM
MgSQO4 0.2 mM Glutamina 1 mM
Lactato Sodico 10 mM EDTA 0.01 mM
Glucosa 0.2 mM Penicilina G 60 pg/ml
BSA 1 mg/mi Estreptomicina 50 pg/ml

2.2.2. Microinyeccion de células ES en blastocistos receptoras.

El primer paso fue obtener buenas pipetas para microinyectar las células ES en
los blastocistos, puesto que de la calidad de estas dependera el éxito de la
microinyeccion. Se usan dos pipetas, una para sujetar el blastocisto y otra con la que
se inyectaran las células ES en su interior. La pipeta de sujecion se obtenia estirando
capilares de borosilicato en un estirador de pipetas y después rompiendo el capilar en
una microforja de forma que nos quede de un diametro aproximado de 60-90 um.
Posteriormente, con ayuda de la microforja se redondeaba la punta y se cerraba hasta
un didmetro interno de unos 12-10 um. La pipeta de inyeccion se obtenia estirando un
capilar y rompiéndolo con un didmetro aproximado de 12-15 um de forma que pudiese
alojar una célula ES sin deformarse. La punta de la pipeta era ligeramente estirada con
la microforja por tal de facilitar la penetracion del blastocisto. A las dos pipetas se daba
un angulo de unos 15 grados para poder enfocar en el mismo plano que los embriones
en el momento de la inyeccion. El portaobjectos utilizado era una modificacion del
portaobjectos estdndar de microscopia éptica, que tiene un orificio de una éarea
rectangular de 2 x 1,6 cm. Bajo esta area se coloca un cubreobjectos, sellando con
parafina. Este tipo de cadmara es Optima para la microinyeccion de embriones. En esta
camara se depositaba una gota de medio de inyeccién que contenia los blastocistos.
Las células ES, que habian sido disgregadas con tripsina, eran depositadas también en

esta camara. En este punto se iniciaba la microinyeccién aspirando en la pipeta de
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inyeccion un total de 15-18 células ES. Se escogian las células ES que presentaban una
morfologia mas adecuada. Posteriormente, se fijaba el blastocisto a la pipeta de
sujecién, de forma que la masa celular interna del blastocisto quedara orientada hacia
la pipeta. Después, con la pipeta de inyeccién se penetraba en la cavidad interna del

blastocisto y se liberaban las células ES a su interior.

Medio de injeccion de blastocistos
DMEM
1M Hepes
0.04M NaCl

50U/ml Penicilina / streptomicina

100mM Piruvato sédico

2.2.3. Transferencia a hembras receptores.

Como receptoras se utilizaron hembras CD1, de una edad minima de 6
semanas, a las que se les habia inducido un estado de pseudogestacion. Las hembras
cubiertas por machos vasectomizados que presentaban tapén vaginal eran separadas.
La transferencia de los embriones se hace bajo el efecto anestésico de 0,8-0,9 ml de
Avertin intraperitoneal (1 g de tribromoetanol y 0.6 ml de alcohol amilico terciario
disueltos en 50 ml de solucién salina fisiol6gica). Una vez anestesiado se practicaba
una incisién dorsal en el animal que permitia el acceso a los 6rganos reproductores de
la hembra. Con la ayuda de una aguja se perforaba la pared del Utero y los embriones
eran transferidos a su interior mediante una pipeta de transferencia. Finalmente la
incision realizada en la piel era cerrada con grapas. Las hembras gestaban los 17 dias
que les faltaba a los embriones de manera normal. Durante las tres semanas tras el
parto las crias se mantenian bajo control para vigilar que no hubieran problemas como,
por ejemplo, el rechazo de las crias. En estos casos las crias eran separadas de sus

madres y se utilizaban hembras de la cepa CD1 como madres adoptivas.
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2.3. OBTENCION Y ANALISIS DE DNA.

2.3.1. Preparacion DNA plasmidico.

Para la obtencién de pequefias cantidades de DNA plasmidico se utilizd el
método de la lisis alcalina. Estd basado en el protocolo descrito originalmente por
Birnboim y Doly (Birnboim and Doly, 1979). Las células son resuspendidas en una
solucién isoténica (solucién 1: Tris-HClI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, 100ug/ml RNasa
A)). Posteriormente se procede a la lisis alcalina de las paredes bacterianas con la
solucién 2 (NaOH 0.2 M, SDS 1%) seguida de una precipitacién del DNA genémico y de
proteinas desnaturalizadas en wuna solucion concentrada de acetato potasico.
Posteriormente el DNA plasmidico era precipitado mediante isopropanol y lavado con
etanol al 75%.

Para la obtencion de cantidades mayores de DNA, se realizaron purificaciones a
partir de 250-500 mL de medio de cultivo. Aunque se utiliza el mismo principio de
obtencién (lisis alcalina), la purificacibn del DNA se realiza mediante columnas

comerciales QIAGEN Plasmid Maxi kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA).

2.3.2. Enzimas de restriccion.

De forma general, el DNA se digiere en una proporciéon de 1 unidad de enzima
por ug de DNA, evitando superar el 5% de glicerol en el tampén de restriccion. El
tiempo de digestion oscila, entre 1-2 horas para el DNA plasmidico y toda una noche
para el DNA gendmico. Los productos de restriccion son analizados en geles de

TAE/agarosa.
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2.3.3. Aislamiento y purificacion de fragmentos de DNA.

2.3.3.1. Geles de agarosa.

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica ampliamente utilizada para
la separacion analitica o preparativa de fragmentos de DNA de un tamafio superior a
100 pb. Tras la digestién del DNA con enzimas de restriccion, la visualizacién de los
fragmentos de DNA se consigue mediante la incorporacion de bromuro de etidio (0.5
pg/mL) al gel de agarosa. El bromuro de etidio es capaz de intercalarse entre las
cadenas de DNA y aparece de color naranja cuando se somete a iluminacién
ultravioleta (300 nm). Gracias al bromuro de etidio podemos detectar cantidades de
DNA superiores a 5 ng. En este trabajo se han utilizado geles de agarosa al 1% en
tampon TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8.3, EDTA 1 mM). Para determinar el tamafio de
las diferentes bandas de DNA se utilizaron diferentes marcadores de peso molecular

(Marker X de Roche y DNA ladder 1 kb de Invitrogen).

2.3.3.2. Furificacion de los fragmentos de DNA.

Para la purificacion de los fragmentos de DNA de los geles de agarosa se utilizé
el producto comercial Q/AEX If® Gel Extraction kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA)
siguiendo el protocolo comercial. Este es un método rapido basado en la disolucién del
fragmento de agarosa, que contiene la banda deseada, en un agente caotropico. En
este caso, el agente caotrdpico es una solucion saturada de Nal. Estas condiciones
permiten una adsorcion selectiva del DNA a una matriz de silice. Posteriormente, el
DNA se lava y se eluye en condiciones de baja fuerza idnica que favorecen la

separacion del DNA de la matriz de silice.
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2.3.4. Clonaje de los fragmentos de DNA.

Las técnicas de subclonaje son ampliamente utilizadas con diferentes
finalidades. Consisten en la digestion del DNA mediante las enzimas de restriccion y la
ligacion de los fragmentos deseados con vectores plasmidicos, digeridos también con

enzimas de restriccion.

2.3.4.1. Construccion de moléculas hibridas de DNA.

Los fragmentos de DNA purificados, se combinaron y trataron con la enzima
DNA ligasa del bacteri6fago T4 de GIBCO BRL (Invitrogen, San Diego, CA, USA)
siguiendo el protocolo comercial. Gracias a la ligasa, los diferentes fragmentos son
fusionados por sus extremos compatibles, ya sean cohesivos o romos. El plasmido
resultante se introduce en bacterias competentes DH5a de E£. coli mediante el
protocolo de transformacion. Las bacterias que han incorporado el plasmido son
seleccionadas mediante la adicion del antibi6tico adecuado. Posteriormente se confirma
la obtencion de la molécula hibrida, mediante el andlisis del DNA plasmidico por

enzimas de restriccion.

2.3.4.2 Defosforilacion de vectores.

La defosforilacibn se realiza para evitar que el vector linearizado pueda
recircularizar cuando se digiere el vector con un Unico enzima de restriccion. Para ello
se utilizo 1 unidad de fosfatasa por pg de DNA (Shrimp Alkaline Phosphatase,
Promega) en el tampén comercial 1X. La reaccién de defosforilacién se realizé durante
30minutos a 37°C. Posteriormente se inactivé la fosfatasa a 65°C durante 15 minutos

para evitar cualquier interaccion de la fosfatasa en la reaccion de ligacion.
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2.3.4.3. Transformacion de las células de E. coll.

Las bacterias DH5a de £. cof utilizadas se hicieron competentes mediante el
método de Hanahan (Hanahan, 1983). Este método utiliza MgCl, y CaCl, como agentes
permeabilizadores de la membrana, permitiendo que las bacterias incorporen el
plasmido deseado. El método de transformacion utilizado consistié en la incubacién de
las bacterias competentes con el DNA plasmidico durante 10 minutos en hielo,
inmediatamente se incubaron a 42°C durante 45 segundos y se mantuvieron
nuevamente en hielo durante 5 minutos. Tras este tratamiento, se afiadi6 medio de
cultivo (200 uL de LB) a las bacterias y se dejaron en agitacién a 37°C durante 40
minutos. Finalmente, el cultivo se centrifugé a 2000xg para concentrar las bacterias.
Resuspendiendo el sedimento bacteriano con un volumen minimo de medio de cultivo
residual, se hicieron extensiones sobre una placa de LB con ampicilina (50 ug/mL LB)
para seleccionar aquellas bacterias transformadas con el plasmido deseado. Aquellos
clones resistentes (clones positivos) se volvieron a crecer en 3-5 mL de medio

LB/ampicilina para amplificarlos y analizar la presencia de la molécula hibrida deseada.

2.3.5. Marcaje radioactivo de las sondas de DNA.

Las sondas utilizadas tanto en los Southern Blot como en los Northern Blot se
marcaron radiactivamente con [a-*P]-dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham Corp.,
Arlington Heights, 1ll.). Para el marcaje, se utilizd el kit comercial Ready-To-Go®™ DNA
labelling Beads (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez marcadas radiactivamente, las sondas se filtraron
a través de columnas de Sephadex G-50 (Probe Quant® G-50 Micro Columns,
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Germany). Gracias a la gel-filtracién de
las sondas marcadas, se separaban los nucleétidos radiactivos no incorporados a las

sondas, reduciendo la radiactividad inespecifica.
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2.3.6. Analisis del DNA genémico.

2.3.6.1. Obtencion del DNA genomico.

Para la obtencion de DNA gendmico se siguié una adaptacién del método de De
Wet (de Wet et al., 1987), en la cual se precipita el DNA del homogenado por salinidad
y utilizacién de isopropanol. Finalmente es lavado con etanol al 75% y resuspendido en
agua o TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8).

Fragmentos de cola de entre 0.5-1 cm de animales de tres semanas de edad se
homogenizaron en una solucién de lisis tamponada (SDS 0.2%, proteinasa K 10 mg/mL
1%, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM pH 8, Tris-HCI 100 mM pH 8.5) y se incubaron a 56°C
toda la noche. Esta incubacion permite la digestion del tejido por la proteinasa K,
liberando el DNA gendmico de las células. Tras la digestion, se afiadieron 250 ulL de
NaCl saturada, se centrifug6 durante 15 minutos a 12000xg y se recuper6 el
sobrenadante. A partir de este sobrenadante se precipité el DNA genémico con
isopropanol y se centrifugd durante 15 minutos a 12000xg. En este punto, el DNA
aparece en forma de precipitado blanquecino o pellet. Se descarté el sobrenadante
mediante aspiracion. Posteriormente, se lavé el pellet de DNA con etanol al 75%, se
volvié a centrifugar durante 10 minutos a 16000xg y se descartdé nuevamente el
sobrenadante por aspiracién. Tras dejar evaporar los restos de etanol 5 minutos a
temperatura ambiente, se resuspendié el DNA en 55 ulL de agua o de TE, previamente
calentada a 56°C para favorecer la resuspension. Finalmente, el DNA asi obtenido se

analiz6 mediante Southern Blot o PCR.
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2.3.6.2. Andlisis del DNA mediante Southern Blot.

2.3.6.2.1. Digestion y electroforesis del DNA gendmico.

Para las genotipaciones de los clones ES y de los animales fundadores se realiz6
una digestion enzimética de 10 ug de DNA gendmico a 37°C durante toda la noche.
Tras la digestion, se afiadido tampén de carga 10x (Glicerol 50%, EDTA 100 mM, SDS
1% y azul de bromofenol 0.1%) al DNA gendémico digerido y se sometié a
electroforesis en gel de TAE con un 1% de agarosa y 0.5 pg/mL de bromuro de etidio.
En las electroforesis de DNA se utiliz6 un marcador de peso molecular (DNA Molecular
Weight Marker X, Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN). Tras la electroforesis (4-5
horas a 45-65 voltios), el gel de agarosa se traté con HCI 0.25 M durante 15 minutos
en agitacion a temperatura ambiente. El tratamiento &cido se utiliza para despurinizar
el DNA y asegurar que los fragmentos de elevado peso molecular sean transferidos
correctamente desde el gel a la membrana. Tras el tratamiento acido, el gel se trat6
con soluciéon alcalina (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) durante 15 minutos en agitacion a
temperatura ambiente, para desnaturalizar la doble cadena de DNA. Finalmente, el gel
se tratd con una soluciéon neutralizante (Tris 1 M, NaCl 3 M) durante 30 min en
agitacion a temperatura ambiente, para neutralizar el pH del gel y volver a cargar

negativamente el DNA.

2.3.6.2.2. Transferencia del DNA desde el gel a una membrana.

Tras el tratamiento del gel de agarosa, se realizé la transferencia del DNA desde
el gel a membranas de nylon cargadas positivamente (Roche Diagnostics Corp.,
Indianapolis, IN). EI método de transferencia utilizado fue el sistema Turboblotter®
(Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire). Este sistema consiste en la capilaridad
por presion negativa en el tampén de alta fuerza i6nica SSC 10x (NaCl 1.5M, citrato
sodico 0.15 M pH 7.4) a través de papeles absorbentes GB002 y GB004 (Schleicher &

Schuell, Keene, New Hampshire). Transcurrido un minimo de dos horas de
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transferencia, el DNA se fij6 a la membrana de nylon mediante la irradicacion de
120000 pJ de luz ultravioleta en 25-50 segundos, con el sistema UV-Stratalinker 1800
(Stratagene, La Jolla, CA) con el fin de crear uniones covalentes entre el DNA y la

membrana.

2.3.6.2.3. Hibridacion de la membrana.

Una vez el DNA se fijé a la membrana de nylon, ésta se prehibridé con la
solucién de prehibridacion/hibridacion (Na;HPO, 0.25 mM pH 7.2, SDS 20%, EDTA
1mM, Blocking reagent 0.5%) durante un minimo de dos horas a 65°C en agitacion
rotacional. Esta solucién bloguea la membrana que no contiene DNA fijado, gracias al
detergente SDS, los fosfatos y el blocking reagent (Roche Diagnostics Corp.,
Indianapolis, IN). Bloqueando la membrana se reduce la hibridacion inespecifica
cuando se hibrida con sondas marcadas radiactivamente. Tras la prehibridacion, las
membranas se hibridaron con la sonda radiactiva correspondiente al Southern Blot a

realizar, en agitacién rotacional a 65°C durante toda la noche.

2.3.6.2.4. Lavados de la membrana y revelado.

Tras la hibridacién, las membranas se lavaron con soluciones astringentes para
eliminar el exceso de sonda y la radiactividad inespecifica que pudiera unirse a la
membrana mediante uniones débiles. Para ello, se realizaron tres lavados consecutivos
con dos soluciones de diferente astringencia. Los dos primeros lavados se realizaron
con solucion de baja astringencia (NaCl 300 mM, citrato sédico 30 mM, SDS 0.1%)
durante 15 minutos a 30°C en agitacion rotacional. El Gltimo lavado se realizé con
solucion de alta astringencia (NaCl 15 mM, citrato sédico 1.5 mM, SDS 0.1%) durante
30 minutos a 65°C en agitacién rotacional. Si los lavados son efectivos, tan sélo la
sonda radiactiva que haya reconocido y se haya unido a su fragmento de DNA

complementario permanece en la membrana, reduciendo asi la radiactividad
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inespecifica (background). Finalmente, las membranas se expusieron en una pelicula

fotogréafica para obtener la sefial que permitiera el genotipado de los animales.

2.3.6.3. Anélisis de DNA mediante PCR.

El genotipado de la colonia se realiz6 mediante técnicas de PCR. Se extrajo DNA
gendémico a partir de la punta de la cola de los ratones recién destetados, y se
amplific6 con los cebadores PFK-Fw (AATGCACTCCGATCTGCTCC), Neo (CGCCTTC
TATCGCCTTCTTGACGAGTTCTT) y PFK-Rev (GCAAGCAATGCCTAAATCTG). El protocolo
consistia en 2 min a 95°C, 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 60°C y 45 seg a 72°C,
y una extension final de 2 minutos a 72°C. Los productos de PCR se corrieron en un gel
de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Los animales control generaban una sola
banda de 0.6 Kb correspondiente a la amplificacion de los oligos PFK-Fw y PFK-Rev.
Los animales homocigotos Pfk1m” producian una banda de 0.7 Kb, amplificada a partir
de los oligos Neo y PFK-Rev. Asimismo los animales heterocigotos eran identificados

por generar ambas bandas.

Reactivo [reaccion]
Buffer 1x
PFK-Fw 0.12 uM
PFK-Rev 0.25 uM
Neo 0.33 uM
dNTP 200 pM
MgCl, 2 mM
Tag-DNA-Pol 1.25U
DNA 100-200 ng
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2.4. PREPARACION Y ANALISIS DEL RNA.

2.4.1. Extraccion del RNA total.

La obtencion de RNA total se realiz6 a partir de los diferentes tejidos
congelados en nitrégeno liquido mediante el uso de la solucién TriPure® Isolation
Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), en ambos casos siguiendo
el protocolo comercial. EI método se basa en la separacion del RNA mediante fenol-
cloroformo y la proteccién del RNA gracias a la solucién de guanidina tiocianato, que
acttia como inhibidor de ribonucleasas. Este método fue descrito por Chomczynski and
Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). Tras la precipitacion del RNA con isopropanol y
los posteriores lavados con etanol al 75%, el RNA se resuspendié en agua tratada con
DEPC (Dietilpirocarbonato, otro inhibidor de ribonucleasas) calentada a 56°C. El
volumen en el que se resuspendié el RNA dependia del tejido concentrando al maximo
la cantidad de RNA total extraido. Finalmente se determind espectrofotométricamente

la concentracion de RNA de las diferentes muestras.

2.4.2. Electroforesis del RNA en geles desnaturalizantes de
agarosa/formaldehido.

A partir de RNA total extraido de los diferentes tejidos, se realizéd la
electroforesis en geles de MOPS/agarosa al 1% (MOPS/EDTA 10x, H,O estéril, agarosa)
con 2.2 M de formaldehido. Antes de la carga de las muestras de RNA en el gel de
agarosa, se afadié a la cantidad de RNA un tampo6n de carga desnaturalizante 5x
(formamida desionizada, MOPS/EDTA 10x, formaldehido, H,O estéril, glicerol y azul de
bromofenol y xilencianol como colorantes). Posteriormente, las muestras de RNA se
calentaron a 65°C durante 15 minutos, tras los cuales se cargaron inmediatamente en
el gel de agarosa. Este tratamiento térmico permite la desnaturalizacion de la

estructura secundaria del RNA, y la presencia del formaldehido, tanto en el gel como
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en el tampon de carga, evita su renaturalizacion. Como tampén de electroforesis se
utilizé una solucion de MOPS/EDTA 1x (MOPS 20 mM, acetato sodico 5 mM, EDTA 1
mM pH 7). Gracias a todas estas condiciones de electroforesis, el RNA permanece
desnaturalizado, permitiendo la separacion de los diferentes RNA mensajeros segin su
peso molecular. Ademas, para evitar la degradacién enzimatica del RNA por las
ribonucleasas, todas las soluciones utilizadas, tanto para la formacién del gel como el
tampon de carga y el de electroforesis, se prepararon en condiciones libres de

contaminacion y se autoclavaron, excepto la solucion de MOPS/EDTA 10x que se filtré.

2.4.3. Analisis del RNA mediante Northern Blot (hibridacion DNA-RNA).

Una vez cargado el gel de agarosa con las muestras desnaturalizadas de RNA,
se dejé correr la electroforesis 4-5 horas entre 30-50 voltios. A continuacion se
transfiri6 a una membrana de nylon con el sistema Turboblotter®, de la misma manera
que en el Southern Blot, excepto que en este caso no se trataron con las soluciones
acida, alcalina y neutralizante. Tras la transferencia, el RNA se fij6 a la membrana de
nylon mediante luz ultravioleta. Para visualizar el estado de los RNAs y descartar las
membranas con RNAs degradados, las membranas se tefilan con una solucién
colorante de azul de metileno. Para esta tincion, la membrana se trat6é previamente con
acido acético al 5% (2-5 minutos) y posteriormente tefiida con una soluciéon de azul de
metileno (acetato sédico 150 mM, azul de metileno 0.02%, H,0). Tras la tincion, las
membranas se lavaron con agua destilada hasta visualizar las bandas 28S y 18S del
RNA total. Finalmente, las membranas se prehibridaron, hibridaron, lavaron y

expusieron en una pelicula fotografica de igual forma que en el Southern Blot.

2.4.4. Analisis de RNA por RT-PCR.
A partir las muestras congeladas de musculo, se extrajo RNA total siguiendo el

protocolo comercial del TriPure®, como ya se ha descrito. El protocolo de RT-PCR
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consta de dos pasos: un primer paso para obtener cDNA y un segundo paso
consistente en la PCR a partir de este cDNA. En un volumen final de 20 uL y a partir de
1 ug de RNA total, se obtuvo el cDNA mediante el producto comercial Omniscript RT®
kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). Se utiliz6 ofigo-dT como cebador (primer) de la
reaccion y el producto comercial Protector RNase Inhibitor como inhibidor de RNasas,
ambos de Roche (Roche Diagnotics GMBH, Mannheim, Germany). La PCR se realiz6

utilizando los cebadores siguientes:

PS3: 5'-GACAATCTGCAAGAAAGCAG-3'
RM7: 5'-ATGACCCATGAAGAGCACCATG-3'
5RT1: 5'-GTGATTGGAAGTGCCCGAT -3'
RM8: 5'-TCGGCAAGGCCATCGCCGCG -3

Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en las PCRs fueron: un
primer ciclo de 2 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacion (fase de
desnaturalizacion: 30 segundos a 95°C; fase apareamiento oligonucledtidos: 30

segundos a 62°C; fase de extension: 30 segundos a 72 °C).

Reactivo [reaccion]
Buffer 1x
Cebadores (cada uno ) 0.30 uM
dNTP 200 uM
MgCl, 2 mM
Tag-DNA-Pol 1.25U

Los productos de PCR resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 1% con

bromuro de etidio.
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2.4.5. Analisis del RNA por PCR en tiempo real.

Una vez obtenido el cDNA como se describe en el apratado anterior, se
determiné la expresion génica mediante PCR a tiempo real utilizando el sistema
SmartCycler I° (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) y el producto comercial QuantiTect®
SYBR® Green PCR (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). Cada reaccion de 25 pL
contenia 2 pL de una dilucién 1:10 del cDNA, 12.5 L de la QuantiTect® SYBR® Green
PCR Master mix (MgCl, 2.5 mM) y el par de cebadores forward y reverse especificos
para cada gen determinado, a una concentracion final de 0.4 uM. Las secuencias de los

cebadores utilizadas son las siguientes:

Gen Producto Primer 5' Primer 3'
Cs Cs TGCCCACACAAGCCATTTG CTGACACGTCTTTGCCAACTT
Ppard PPARS TCCATCGTCAACAAAGACGGG ACTTGGGCTCAATGATGTCAC
Cptlb M-CPT1 GCACACCAGGCAGTAGCTTT CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA
Vegfa VEGF TTCAGAGCGGAGAAAGCATT GAGGAGGCTCCTTCCTGC
Hifla HIF-1a AGCCCTAGATGGCTTTGTGA TATCGAGGCTGTGTCGACTG
Ppargcla PGC-1a ATACCGCAAAGAGCACGAGAAG CTCAAGAGCAGCGAAAGCGTCACAG
Rps26 RBS ATTCGCTGCACGAACTGCG CAGCAGGTCTGAATCGTGGT

Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en las PCRs fueron: un
primer ciclo de 15 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de amplificacion (fase de
desnaturalizacion: 15 segundos a 95°C; fase apareamiento oligonucleétidos: 15
segundos a 60°C; fase de extensién: 30 segundos a 72°C). La reaccion se realizd por
triplicado a partir de las muestras de cDNA independientes de tres animales por grupo
control y transgénico. La tecnologia SmartCycler 1f° nos proporciond, para cada gen
analizado, el célculo del C; de cada triplicado de cada muestra. El C; corresponde al
namero de ciclo en que se produce un incremento significativo de la fluorescencia en la
reaccion, el cual es proporcional al nimero de moléculas de cDNA de partida. A partir
de los C;, se calculd el nivel de expresién génica de los distintos genes analizados en
ambos grupos de animales mediante la formula matematica descrita por Pfaffl (Pfaffl,
2001). Para determinar las diferencias en la expresion génica entre los grupos

experimentales, se normalizd la expresion de los distintos genes por la cantidad de
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cDNA total presente en cada muestra. Para determinar la cantidad de cDNA total, se
determinaron los niveles de expresion de un gen housekeeping cuya expresién no
estuviera alterada entre los diferentes grupos experimentales. En nuestro célculo, se
utilizé la expresion del gen RBS. Los resultados se expresaron como la relacion entre el
nivel de expresion del gen en cada grupo experimental respecto a la expresiéon en los
animales controles, estandarizados por la expresion del gen RBS en cada uno:

Z'ACT, gen X 2(CT Cn— Cr Tg) gen X

Ratio = =
27ACT, RBS 2(Crcn-Cr 19) RBS

2.5. TECNICAS /N VIVO.

2.5.1. Valoracion de la respuesta al ejercicio fisico mediante cinta rodante
(Treadmill).

Los animales se ejercitaron en una cinta rodante LE-8708 (Panlab, Barcelona,
Espafia) con 10° de inclinacion a una velocidad de 30 cm/seg durante 5 minutos. Los
animales eran incentivados a correr mediante pequefias descargas (0.1 mA) al tocar
una reja metalica situada al final de la cinta. Se consideraba finalizado el ejercicio en

cuanto los animales dejaban de correr y se mantenian encima de la reja.

2.5.2. Estudio de la funcion respiratoria.

Para determinar la funcién respiratoria se utilizé un pletismégrafo de la marca
Buxco (Buxco Europe Ltd, UK). Los ratones se introducen individualmente en unas
camaras de medida herméticamente cerradas donde no estan inmovilizados. Se evalu6
la funcién respiratoria de un total de 4 ratones Pfkm” y de 4 ratones control, en dos
tandas de 2 animales por genotipo. La funcién respiratoria se evalué a lo largo de 60

minutos, durante los cuales se registraron diversos parametros incluyendo la frecuencia
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respiratoria (F) y el volumen tidal (TV). Previamente al inicio del registro de los
distintos parametros se dejaba transcurrir un tiempo de estabilizacién (adaptacion de
los ratones) de 5 minutos.

Durante el experimento, a intervalos de 2 minutos, se registraba el estado de
actividad de los animales considerandose reposo cuando el animal no se movia, y
movimiento cuando este se movia algo en ese plazo de tiempo. A lo largo de los 60
minutos el equipo realizd6 unas 600 lecturas de cada parametro. El equipo generd 30
mediciones de cada uno de estos parametros (calculadas a partir de las 600 lecturas
totales) y cada una de las mediciones se asocié a un estado de actividad, reposo o

movimiento.

2.6. DETERMINACIONES METABOLICAS.

2.6.1. Valoracion de la actividad PFK-1.

Para determinar la actividad PFK-1 en varios tejidos, se utilizaron muestras de
aproximadamente 100 mg (excepto el diafragma, del que sélo pesaban alrededor de 50
mg). Para la valoracién de la actividad en el eritrocito se utilizaron 100 ul de eritrocitos
(a partir de sangre heparinizada y centrifugada). Las muestras fueron homogeneizadas
con un homogeneizador tipo Politron® en 10 volimenes (aproximadamente 1 ml) de
una solucién que preservaba la estructura tetramérica de la proteina. Esta solucion
contenia 20 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM tampon fosfato y 30%
glicerol. Se centrifugaron los extractos para separar los restos celulares y los
sobrenadantes se separaron y se utilizaron para la determinaciéon de la actividad.

La actividad PFK-1 se calculé a partir de la velocidad de desaparicion de NADH

mediante las siguientes reacciones acopladas:
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PFK1
F6P + ATP ——————» F1,6BP + ADP + H*

Aldolasa
F1,6BP P DHAP + GA3P

GASP 4———— DHAP
NADH + DHAP —>‘ Glicerol-P + NAD* + H*

La reaccion se llevé a cabo en presencia de 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 10
mM MgCl, 0.15 mM NADH, 5 mM de tampén fosfato, 1 mM (NH4)SO4, 2 mM cAMP, 1
mM ATP, 6 mM F6P, 18 mM G6P y 1U/ml de aldolasa, TPl y GDH. Se sigui6 la
velocidad de desaparicion de NADH mediante la absorbancia a 340 nm en un

espectrofotémetro Shimadzu® UV-2401PC.

2.6.2. Valoracion de las concentraciones de ATP, ADP y AMP.

Tanto los animales ejercitados como sin ejercitar fueron anestesiados mediante
una inyeccion intraperitoneal de una soluciéon anestésica y rapidamente se le extrajeron
y congelaron los musculos cuadriceps con unas pinzas previamente enfriadas con
nitrogeno liquido (freeze-clamp). Para la preparacion de 10 mL de la solucién
anestésica, se mezclé6 0.5 mL de Rompun® (hidroclorato de xilacina al 2%, Bayer,
Leverkusen, Germany) con una solucion de 2 mL de Imalgene® (hidroclorato de
ketamina al 0.5%, Merial, Lyon, France) y 7.5 mL de suero fisioldgico. Esta solucion
anestésica se preparé inmediatamente antes de su uso. Posteriormente, porciones de
estas muestras de aproximadamente 100 mg fueron pulverizadas en un mortero de
porcelana también pre-enfriado con nitrégeno liquido. Se les afiadieron 9 voliumenes de
acido perclorico 5.5%, y se homogeneizaron mediante un Politron®, manteniendo los

tubos en hielo. Se centrifugaron y los sobrenadantes se separaron y se neutralizaron

150



MATERIALES Y METODOS

con carbonato potésico 3M. Se volvieron a centrifugar para eliminar el precipitado y los
sobrenadantes se utilizaron para las diferentes determinaciones.

La concentracion de ATP se valoré segun el protocolo descrito anteriormente
(H.U.Bergmeyer, 1974). Esta determinacibn se basa en el seguimiento

espectrofotométrico de la generacion de NADPH mediante las siguientes reacciones

acopladas:
HK
Glucosa + ATP »  G6P
G6PDH
NADP+ + G6P > 6Pglucono-é-lactona + NADPH + H*

La reaccion se realiz6 en presencia de 50mM de glicil-glicina, 1mM de Cl,Mg,
0.1M de CIK, 4mM de glucosa, 0.5mM de NADP, 2U/ml de G6PDH y 2U/ml de HK. La
concentracion de NADPH se calculé a partir de la absorbancia a 340 nm en un

espectrofotometro Shimadzu® UV-2401PC.

La concentracion de ADP y AMP también se valor6 segun (H.U.Bergmeyer,
1974), siguiendo por espectofotometria la disminucion de NADH a través de las

siguientes reacciones acopladas:

MK
AMP + ATP ———— 2 ADP

PK
2ADP + 2 PEP ——— > 2 ATP + 2 Pyr

LDH
2 Pyr + 2 NADH +2 H¥*  ——— 2 Lactato + 2 NAD+

La reaccion se realizd en presencia de 50mM de glicil-glicina, 1mM de Cl,Mg,

0.1M de CIK, 0.45mM de NADH, 2mM PEP, 1mM ATP, 8U/ml LDH, 4U/ml PK y 4 U/ml
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MK. La concentracién de NADH se calculd a partir de la absorbancia a 340 nm en un

espectrofotometro Shimadzu® UV-2401PC.

2.6.2.1. Célculo de la carga energética de adenilatos (AEC).

El calculo se hizo segun la féormula descrita por (Atkinson, 1968).

[ATP] + Y4[ADP]
AEC =

[ATP] + [ADP] + [AMP]

2.6.3. Determinacion del contenido de glucégeno y glucosa-6-fosfato.

A partir de la misma muestra de diferentes tejidos se determinaron el
glucégeno y la glucosa-6-fosfato. Fragmentos de tejido de aproximadamente 50-100
mg se homogenizaron en 10 volimenes de acido perclérico frio (HCIO,) al 10%
mediante un homogenizador de tipo Polytron®. Tras centrifugar el extracto &cido del
tejido a 6000xg durante 5 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante. A partir de este
sobrenadante, se realizaron dos alicuotas de 400 mL cada una. A partir de una alicuota
se determind la cantidad de glucégeno y a partir de la otra, la concentracion de

glucosa-6-fosfato.

2.6.3.1. Determinacion del contenido de glucégeno.

El contenido de este polisacarido se determind mediante el método descrito por
Kepplery Decker en (H.U.Bergmeyer, 1974). Este método se basa en la utilizacion de
la enzima a-amiloglucosidasa para degradar los enlaces del glucégeno, liberando las
moléculas de glucosa. La glucosa liberada por esta enzima se determiné
espectrofotométricamente mediante el autoanalizador PENTRA 400 de ABX, utilizando

el producto comercial Glucose HK CP (ABX Diagnostics, Montpellier, France).

152



MATERIALES Y METODOS

Se ajustaron los extractos a pH 5 con diluciones de HCIO, 10% y K,CO3; 5M. Se
tomaron dos alicuotas de 100 pL, a una de las cuales se le afiadié 100 uL de solucién
de a-amiloglucosidasa (10 U/mL en tampon acetato sédico 0.4 M pH 4.8), mientras
gue a la otra se le afiadi6 100 pL de solucion de tampdén acetato sédico 0.4 M pH 4.8.
Ambas alicuotas se incubaron durante dos horas en un bafio a 50°C y se afadié 250 uL
de HCIO4 al 10% para parar la reaccién. Finalmente, las muestras se centrifugaron
16000xg durante 10 minutos a 4°C y se determiné la concentracion de glucosa en el
sobrenadante recuperado. La cantidad de glucégeno se calculé como la diferencia en la
concentracion de glucosa entre las muestras incubadas con a-amiloglucosidasa
respecto a las que no, normalizada por peso de tejido. La glucosa intramuscular libre,

se calcul6 a partir de la alicuota sin tratar con a-amiloglucosidasa.

2.6.3.2. Determinacion del contenido de glucosa-6-P y fructosa-6-P.

El contenido tisular de estos metabolitos se determiné
espectrofotométricamente mediante el autoanalizador PENTRA 400 de ABX. Se adapt6
el método descrito por Michal al autoanalizador PENTRA 400 de ABX en
(H.U.Bergmeyer, 1974;Lang G and Michal G., 1974).

Se ajustaron los extractos a pH 7 con diluciones de HCIO, 10% y K,CO3; 5M, se
centrifugaron a 16000xg durante 10 minutos a 4°C y se determind la concentracion de
G6P y F6P en los sobrenadantes recuperados. Los resultados se expresaron

normalizados por el peso del tejido.

2.7. DETERMINACION DE PARAMETROS SANGUINEOS.

2.7.1. Determinacion del contenido de glucosa-6-fosfato y ATP.
Se obtuvieron muestras de sangre de los distintos animales en tubos

heparinizados e inmediatamente se realizd6 una extraccion acida de metabolitos,
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afadiendo 500 pul de &cido perclérico 0.6M a 100 pul de sangre. Estos extractos fueron
centrifugados y 400 ul de los sobrenadantes se neutralizaron con 50 ul de carbonato
potésico 2.5M. Se volvieron a centrifugar para eliminar el precipitado formado y los
sobrenadantes obtenidos se utilizaron para determinar las cantidades de glucosa-6-

fosfato y de ATP segun los protocolos explicados en los puntos 2.6.3.2. y 2.6.2..

2.7.2. Fragilidad osmotica del eritrocito.

Para evaluar la fragilidad eritrocitaria se realizd un test de fragilidad osmdtica.
Se obtuvieron muestras de sangre de animales de los diferentes genotipos. Estas se
incubaron en diferentes concentraciones de cloruro sédico (NaCl), que oscilaban desde
0,9% (solucién salina) hasta 0%. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas y
se midio la absorbancia a 530 nm de los sobrenadantes, como reflejo de la cantidad de
hemoglobina en solucién. La concentracion de hemoglobina en los sobrenadantes ha
de ser proporcional al niumero de eritrocitos lisados en cada incubacion. Asi, se
calcularon los porcentajes referenciandolos a los valores de lisis de la incubacion a 0%
NaCl, donde la lisis era total. Los valores de lisis graficados frente a las diferentes
concentraciones de NaCl se ajustaron a una grafica logistica de 4 parametros con la
siguiente férmula:

B

1 + el (INaCl] -9))

% Lisis = a +

2.7.3. Porcentaje de reticulocitos.

Para evaluar el numero de reticulocitos en circulacion se incubaron unas gotas
de sangre periférica con azul de metileno durante 15 min. a temperatura ambiente.
Posteriormente se prepararon extensiones de esta mezcla en portaobjetos

convencionales. Tras 15 minutos de secado al aire, se colocaba un cubreobjetos y se
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examinaban al microscopio. Se contaron 500 hematies por animal y se calculé el

porcentaje de reticulocitos presentes.

2.7.4. Valoracion del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) eritrocitario.

Para determinar la concentracién de 2,3-DPG en sangre se utiliz6 el kit
comercial 2,3-DPG (Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Germany). Se obtuvieron
muestras de sangre de los distintos animales en tubos heparinizados. Se realiz6 una
extraccion acida de metabolitos, afiadiendo 500 pul de acido perclérico 0.6M a 100 pul de
sangre. Estos extractos fueron centrifugados y 400 ul de los sobrenadantes se
neutralizaron con 50 ul de carbonato potasico 2.5M. Se volvieron a centrifugar para
eliminar el precipitado formado y los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para la

determinacién siguiendo el protocolo del kit comercial.

2.7.5. Hematocrito.

Se recogieron muestras de sangre en capilares heparinizados y se sellaron con
plastilina. Posteriormente se centrifugaron en una centrifuga para hematocrito A13
(Jouan, Chateau-Gontier, France) durante 3 minutos. El hematocrito correspondia al

porcentaje de células respecto al volumen total de sangre en el capilar.

2.7.6. Analisis de parametros séricos.

Para la obtencion de suero, los animales se anestesiaron y se sacrificaron por
decapitacién. Inmediatamente la sangre se recogidé en tubos eppendorf no
heparinizados y se coagul6 mantenida en hielo. Se obtuvo el suero tras la

centrifugacion de la sangre coagulada a 6000xg durante 15 minutos a 4°C.
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2.7.6.1. Glucosa sanguinea.
La glucosa circulante se determiné a partir de una gota de sangre (5 ulL)
procedente de la cola de los ratones, mediante el sistema Glucometer Elite® (Bayer,

Leverkusen, Germany).

2.7.6.2. Bilirrubina total.
La bilirrubina total en suero se determiné mediante el kit comercial Bilirubin,
Total CP (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) en un autoanalizador PENTRA 400 de

ABX.

2.7.6.3. Actividad lactato deshidrogenasa (LDH).
La actividad lactato deshidrogenasa en suero sanguineo se determindé mediante
el kit comercial LDH RTU de ABX (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) en un

autoanalizador PENTRA 400 de ABX.

2.7.6.4. Actividad creatina quinasa (CK).
La actividad creatina quinasa en suero sanguineo se determindé mediante el kit
comercial CK-NAC de ABX (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) en un autoanalizador

PENTRA 400 de ABX.

2.7.6.5. Lactato.
Las determinaciones de lactato se realizaron mediante la utilizacion del producto
comercial Lactic Acid de ABX (ABX Diagnostics, Montpellier, France) adaptado al

autoanalizador PENTRA 400 de ABX.
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2.8. ANALISIS HEMATOPOYETICOS.

2.8.1. Cultivos clonogénicos.

Para cuantificar los progenitores hematopoyéticos de los extractos de médula
Osea y de bazo, éstos fueron cultivados por triplicado en placas de plastico de 35 mm
de diametro (Nunc, Roskilde, Dinamarca). El medio utilizado fue MethoCult GF M3434
(StemCell Technologies Inc., Vancouver, Canadd) cuya composicion es 1,0% de
metilcelulosa en medio IMDM (Bio-Whittaker Europe), 15% de suero bovino fetal, 1%
albumina de suero bovino, 10mg/ml de insulina pancreatica bovina, 200 microgr/ml de
transferrina humana (saturada de hierro), 10-4 M de 2-mercaptoetanol, 2 mM de L-
glutamina, 50 ng/ml de rm SCF, 10 ng/ml de rm IL-3 y 10 ng/ml rh IL-6 y 3
unidades/ml de rh eritropoyetina. Los cultivos se incubaron durante 7 dias a 37°C, 5%
CO2 y al 95 % de humedad relativa. Las colonias generadas se contaron en un
microscopio invertido, y se calcularon las medias de los tres triplicados. Estas colonias
incluian las unidades formadoras de colonias de granulocitos y macréfagos (CFU-GM),
las unidades formadoras de grandes colonias eritroides (BFU-E) y las unidades

formadoras de colonias mixtas (CFU-Mix).

2.8.2. Analisis citométrico.

Se obtuvieron extractos de médula 6sea y bazo en medio de cultivo.
Posteriormente las células fueron lavadas, contadas y resuspendidas a una
concentracion de 10”7 células/ml en PBA (PBS, 0.1% BSA, 0.02% azida sodica).
Seguidamente 100 pl de estas células se incubaron con anticuerpos contra GR-1, MAC-
1, TER-119, B220 y CD3 (PharMingen, San Diego, CA). La lectura se realizé en un

citbmetro EPICS ELITE ESP (Coulter, Hialeah, Fla.).
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2.9. ANALISIS HISTOLOGICOS.

Tras el sacrificio de los animales los tejidos se fijaron en formalina (formol al
10%) durante 24-48 horas a 4°C, incluidas en parafina y seccionadas (2-3um) o bien
se sumergieron en Tissue-Tek® O.C.T. Compound y se congelaron en isopentano a
-160°C para su andlisis en criosecciones, dependiendo de la técnica a utilizar. Los
cortes histoldgicos se visualizaron en un microscopio de campo claro (Nikon Eclipse
EB00 microscope, Nikon Corp. Tokio, Japan). Se captaron imagenes de los distintos

tejidos mediante una videocamara conectada a un monitor en color.

2.9.1. Hematoxilina-eosina.

Los cortes histologicos se desparafinaron y se tifieron con hematoxilina/eosina.
Para ello, las secciones se tifieron con hematoxilina, se lavaron y se tifleron de nuevo
con eosina. A continuacion, las muestras se deshidrataron y se aclararon para

posteriormente montar los portaobjetos.

2.9.2. PAS.

Los cortes histoldgicos se desparafinaron, lavaron con agua y se trataron con
una solucion de acido periédico al 5%. Posteriormente se volvieron a lavar con agua y
se tifieron con el reactivo de Schiff. Finalmente se realiz6 otro lavado y se tifieron con

hematoxilina de Mayer para contrastar.

2.9.2.1. Diastasa/PAS.
En un portaobjetos se situaron criosecciones de tejido muscular y se trataron
con saliva durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las

muestras con agua y se realizd una tincion de PAS.
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2.9.3. Histoquimica de la actividad SDH.

La tincibn de SDH se realizé segin el método de Nachlas (NACHLAS et al.,
1957). En un portaobjetos se situaron criosecciones de tejido muscular y se incubaron
con una solucién de succinato sédico 0.1 M, tampon fosfato 0.1 M, NBT 1.22 mM, pH
7,4 durante 60 min a 37°C. Posteriormente las muestras se lavaron 3-4 veces y se

montaron en medio acuoso (Gel Mount, Biomeda, Foster City, CA, USA).

2.9.4. Histoquimica de la actividad NADH-TR.

La tincion de NADH tetrazolium reductasa se realiz6 segun el método de
Dubowitz y Brooke (Dubowitz V and Brooke MH, 1973). En un portaobjetos se situaron
criosecciones de tejido muscular y se incubaron con una solucién de Tris-Cl 0.2 M, NBT
1.22 mM, NADH 0.6 mM, pH 7,4 durante 30 min a 37°C. Posteriormente las muestras
se lavaron 3-4 veces y se montaron en medio acuoso (Gel Mount, Biomeda, Foster City,

CA, USA).

2.9.5. Microscopia electrénica de transmision.

La muestras de musculo esquelético se fijaron en 2.5% glutaraldehido y 2%
paraformaldehido durante 2 horas a 4°C. Después de lavar en frio con tampon
cacodilato, las muestras eran fijadas con una solucién al 1% de tatradxido de osmio y
tefiidas en una solucion acuosa de acetato de uranilo. Posteriormente, se
deshidrataban en una serie de etanoles y se incluian en una resina epoxi. De estos
bloques se realizaron secciones ultrafinas (600-800 A) que serian contrastadas con
citrato de plomo. Finalmente se examinaron en un microscopio electronico de

transmision (Hitachi H-7000; Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).
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2.10. ANALISIS ESTADISTICOS.
Los valores utilizados en este trabajo estan expresados como media + error
estandar (SE). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el test de Student-

Newman-Keuls. Las diferencias se consideraron significativas con una p < 0.05.
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