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1. RESUMEN

La mucopolisacaridosis tipo VI (MPS VI), también conocida como sindrome de
Maroteaux-Lamy, es una enfermedad de almacenamiento lisosomal resultante de la
deficiencia o ausencia de Arilsulfatasa B. Los sintomas caracteristicos incluyen
afectacion esquelética, facies tosca, cardiopatia y compresion de la médula espinal
cervical, que van, desde formas lentas hasta formas rapidamente progresivas. A
nivel molecular, esta deficiencia conduce a la acumulacion patolégica de dermatan
sulfato, que altera la via FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), que se
encuentra en la membrana celular o matriz extracelular, actuando como co-receptor
y activandola.

En este trabajo fin de grado se recogen los estudios realizados con ERK,
centrdndonos en su forma activa, p-ERK (su forma fosforilada) en la ruta de
sefalizacion de FGF que se encuentra alterada por el exceso de dermatan sulfato en
pacientes con MPS VI. Para ello, se analizara los niveles de las formas fosforiladas y
no fosforiladas de la proteina ERK en cultivos de fibroblastos inmortalizados de
pacientes con MPS VI y pacientes control tratados con FGF a diferentes tiempos.
Ademas, se mediran los niveles de expresion del gen FGFR1 en pacientes con MPS
VI. Por dultimo, basandonos en la utilizacion de surfeno, un antagonista de
glucosaminoglicanos, que inhibe su accién, se observara la variacién de los niveles
de p-ERK y ERK en cultivo de fibroblastos de pacientes con MPS y se comparara

con los resultados obtenidos en células de pacientes con MPS VI sin tratar.



2. ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI), also known as Maroteaux-Lamy
syndrome, is a lysosomal storage disease resulting from the deficiency or absence of
Arylsulfatase B. Characteristic symptoms include skeletal involvement, coarse facies,
heart disease, and cord compression. cervical spinal cord, ranging from slow to
rapidly progressive forms. At the molecular level, this deficiency leads to the
pathological accumulation of dermatan sulfate, which alters the FGF (fibroblast
growth factor) pathway, which is found in the cell membrane or extracellular matrix,

acting as a co-receptor and activating it.

In this final degree project, the studies carried out with ERK are collected,
focusing on its active form, p-ERK (its phosphorylated form) in the FGF signaling
pathway that is altered by excess dermatan sulfate in patients with MPS VI. . To do
this, the levels of the phosphorylated and non-phosphorylated forms of the ERK
protein will be analyzed in cultures of immortalized fibroblasts from patients with MPS
VI and control patients treated with FGF at different times. In addition, the expression
levels of the FGFR1 gene will be measured in patients with MPS VI. Finally, based
on the use of surfen, a glycosaminoglycan antagonist, which inhibits their action, the
variation in p-ERK and ERK levels in cultured fibroblasts from MPS patients will be
observed and compared with the results obtained in cells. of patients with untreated
MPS VI.



3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Enfermedades generadas por déficit enzimético: Mucopolisacaridosis

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de enfermedades raras de baja
prevalencia, que varia entre 1/1500 y 1/7000 nacidos vivos que afecta a todos los
grupos étnicos y géneros por igual, excepto en las que la condicién esta ligada al
cromosoma X. Se caracterizan por la deficiencia de enzimas que participan en el
metabolismo de los glucosaminglucanos (GAG) a nivel lisosomal, produciendo
alteraciones de mdltiples drganos y sistemas. Los glicosaminoglicanos estan
constituidos por cadenas de disacaridos, que se repiten en forma secuencial y que
se unen a su vez a una proteina central, constituyendo moléculas mas complejas
denominadas proteoglicanos. Estos ultimos forman parte de la matriz extracelular de
la mayor parte de los tejidos, lo que se refleja en el caracter multisistémico de las
MPS. (Suarez-Guerrero, J. L., et al., (2016)). Los glicosaminoglicanos se degradan
en los lisosomas por diferentes vias catabdlicas para los diversos tipos, pero que
comparten entre si algunas de las enzimas involucradas. Este proceso de
degradacion se encuentra alterado en las MPS, produciéndose un depoésito
intralisosomal progresivo de los sustratos insuficientemente catabolizados. Esta
acumulacion conduce finalmente a la muerte celular, a la liberacion de los
glicosaminoglicanos hacia los liquidos extracelulares y a su excrecién por la orina.
Esto permite la identificacion de los pacientes afectados a través del andlisis del
patrén de glicosaminoglicanos urinarios, siendo su identificacion fundamental para

iniciar un tratamiento oportuno.

Tipos de mucopolisacaridosis

Siete tipos de MPS se clasifican segun la falta o el defecto en una de las once
enzimas lisosomales especificas y se describen como MPS | a MPS IX (excluyendo
MPS V y VIII, que ya no se usan). Las caracteristicas clinicas varian segun el tipo de
MPS vy la gravedad clinica de la enfermedad. (Michaud, M., et al., (2020)).

Presentan caracteristicas clinicas comunes, pero también hay sintomas que son
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mas propios de un tipo de patologia que de otro, todas las MPS son trastornos
autosémicos recesivos excepto la MPS Il que esta ligada al cromosoma X.

Las diferencias entre los diversos fenotipos dependen parcialmente del tipo de
sustrato acumulado, pero también del grado de deficiencia enzimatica, del genotipo y

de otros factores hasta ahora desconocidos.

Los individuos afectados por MPS | se han clasificado tradicionalmente como
portadores de uno de los tres sindromes de MPS | (sindrome de Hurler, sindrome de
Hurler-Scheie o sindrome de Scheie) en su forma grave o atenuada tiene una
actividad limitada de la enzima a- | -iduronidasa (IDUA) que desglosa DS (dermatan
sulfato) y HS (heparan sulfato). Estos GAG permanecen almacenados en las células
y causan un dafio progresivo de varios tejidos, incluido el hueso y, en casos graves,
el cerebro. Las manifestaciones tipicas incluyen cara tosca, opacidad de la cornea,
retraso del desarrollo, retraso mental, retraso del crecimiento, contracturas de las
articulaciones, cifoescoliosis, disostosis mudltiple, pérdida de la audicion,
engrosamiento de las valvulas cardiacas, hepatoesplenomegalia y hernias
umbilicales e inguinales. El sindrome de Scheie, la forma mas leve de la enfermedad
se caracteriza por una cara tosca y un fisico fornido con inteligencia normal, mientras
que el sindrome de Hurler muestra sintomas neurolégicos como dislexia,
termanestesia y degradacion cognitiva. Los pacientes con sindrome de Hurler

desarrollan sintomas iniciales como hernias, hepatomegalia, 50 afios. (Stapleton, M.,

et al (2018)).

Al igual que MPS I, MPS Il también tiene formas leves y graves. La forma
grave tiene caracteristicas similares al sindrome de Hurler y la forma leve es analoga
al sindrome de Hurler/Scheie o de Scheie, con una vida util mas prolongada. Ambas
formas surgen de la deficiencia de iduronato-2-sulfatasa (I12S) que cataliza la
degradacion de DS y HS. Se hereda de manera ligada al cromosoma X, lo que da
como resultado que la mayoria de los hombres se vean afectados. Sin embargo, en
raras ocasiones, las mujeres heterocigotas manifiestan hallazgos de MPS II. Se cree
gue esto es el resultado de la inactivacién sesgada del cromosoma X normal

heredado del padre y la expresién del cromosoma X mutado heredado de la madre.
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Entre las anomalias pueden incluir retraso en el desarrollo, retraso mental,
engrosamiento de las caracteristicas faciales, incluido el engrosamiento de los
labios, la lengua y las fosas nasales, disostosis mdultiple, retraso progresivo del
crecimiento que resulta en baja estatura y rigidez articular asociada con la restriccion
de movimientos. Los nifios afectados también pueden tener una cabeza
anormalmente grande (macrocefalia), cuello corto, térax ancho, retraso en la
erupcion de los dientes, pérdida de audicion, hepatoesplenomegalia y hernias
inguinales y umbilicales. La esperanza de vida también difiere en las dos formas; los
pacientes con la forma leve alcanzan la edad adulta, mientras que los afectados por
la forma grave suelen morir dentro de las dos primeras décadas de vida. (Germain,
D. P, et. al., (2016)).

MPS 1l se caracteriza por cuatro tipos; MPS IlIA, 1lIB, IlIC y IIID debido a la
falta de heparan-N-sulfatasa (SGHS), a- N -acetilglucosaminidasa (NAGLU), a-
glucosaminidasa acetiltransferasa (HGSNAT) y N -acetil-glucosamina 6-sulfatasa
(GNS)), respectivamente. Un defecto en cualquiera de las cuatro enzimas
compromete la degradacion de HS. Se caracteriza por una degeneracion grave del
sistema nervioso central (SNC) y un retraso progresivo del desarrollo y retraso
mental. Es de destacar que MPS I, II, lll y MPS VII comparten una degradacion

parcial o incompleta de HS que da como resultado la participacion del SNC.

MPS IV es causada por la deficiencia de cualquiera de dos enzimas
distintas, N -acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS) y B-galactosidasa
(GLB1) dando como resultado MPS IVA y IVB. Tanto el condroitin-6-sulfato (C6S)
como KS (keratan sulfato) se acumulan en MPS IVA, mientras que solo KS se
acumula en MPS IVB. Las caracteristicas clinicas incluyen engrosamiento de la
cara, enanismo de cuello y tronco cortos, opacidad corneal fina, displasia
esquelética, dientes pequefios con esmalte delgado y formacion frecuente de caries,
subluxacion atlantoaxial, compresion de la meédula espinal cervical, pectus
carinatum, cifoescoliosis, genu valgum bilateral, pie plano, hiperlaxitud de las

articulaciones, marcha de pato con tendencia a caerse y pérdida de la audicion.
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Ademas, los pacientes con una forma grave de MPS IVA tienen fatiga
facil, apnea del suefio, respiracion corta con restriccion pulmonar, obstruccion
traqueal e infecciones respiratorias y del oido recurrentes. Las caracteristicas

clinicas de MPS IVB suelen ser mas leves que las asociadas con MPS IVA.

MPS VIl se caracteriza por una deficiencia de la enzima - d -glucuronidasa
gue provoca la acumulacion de C4S, C6S, DS y HS en los tejidos. Estos pacientes
tienen un retraso mental moderado que no progresa con el crecimiento de los
pacientes. A menudo se presentan anomalias esqueléticas.

También se han informado hernias, opacidad de la cérnea, hidrocefalia, baja
estatura, enfermedades cardiacas y rasgos faciales toscos. Los recién nacidos con
una forma grave pueden experimentar una acumulacion anormal de fluidos

corporales en varios tejidos (hidropesia fetal).

MPS IX es una forma extremadamente rara de MPS debido a una deficiencia
de la enzima hialuronidasa, que se necesita para descomponer el hialuronano (acido
hialurénico). Esta forma de MPS se describio por primera vez en 1996. Las
mutaciones supuestamente causantes se encontraron en el gen HYAL1l, que
codifica una de las tres hialuronidasas (Paciotti, S., et al., (2012)) . Los sintomas
pueden incluir baja estatura, quistes, infecciones de oido frecuentes, paladar
hendido y el desarrollo de masas de tejido blando.

LOCALIZACION

TIPO NOMBRE @ GEN DEL GEN DEFECTO ENZIMATICO ACUMULO
(32,33)

I Hurler IDUA 4p16.13 a-L-iduronidasa Dermatén

I Schele sulfato

ATN*

Il Hunter IDS Xg28 Idurono sulfatasa Heparan
(Cr.X) sulfato

Il Sanfilipo
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A SGSH 17925.3 Heparan N sulfatasa Heparéan

B NAGLU 17¢921.1 N-acetil glucosaminasa sulfato
C HGSNAT 14q o0 21q a- Heparéan
D GNS 12q14 glucosaminidotransferasa  sulfato

N-acetilglucosamina  6-

sulfatasa
v Morquio Queratan
A GALNS | 16g24.3 Galactosamina-6- sulfato
B GLBI 3p21.3 sulfatasa
B-Galactosidasa
Vi Maroteaux- 5011-913 Arilsulfatasa beta Dermatan
Lamy ARSB sulfato
VII Sly GUSB 7921.11 B-Glucoronidasa Dermatén
sulfato
Heparan
sulfato
IX Sindrome  HYALI 3p26.1 Hialuronoglucosaminidasa Acido
de 1 hialurénico
Natowicz

Tabla 1: tipos de mucopolisacaridosis indicando el tipo, nombre, gen, la localizacién de dicho gen, el
defecto enzimatico y que tipo de GAG se acumula.

3.2Mucopolisacaridosis tipo VI o sindrome Maratoux-Lamy

La Mucopolisacaridosis tipo VI es uno de los tipos mas raros de
mucopolisacaridosis, un trastorno de almacenamiento lisosomal autosémico recesivo
descrito en 1963 por el Dr. Pierre Maroteaux y el Dr. Maurice Lamy. Es causada por
mutaciones en el gen Arilsufatasa B (ARSB), localizado en 5q13-5g14, que codifica
para la enzima N-acetilgalactosamina -4-sulfatasa (alias arilsulfatasa B (ASB)).
(Litiens T, et al.,.(1989)). La deficiencia enzimatica de ASB produce la acumulacion
de dermatan sulfato en las células. La incidencia aproximada de la MPS VI es de
0.36 a 1.30 por cada 100,000 nacidos vivos. Aparentemente existe una alta tasa de
subdiagnéstico, por lo que la incidencia podria ser mucho mayor. De esta forma el

defecto de produccion de las enzimas lisosomales produce un acumulo progresivo
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de glucosaminoglicanos (GAG o mucopolisacaridos) no degradados o parcialmente

degradados.

Aunque los lisosomas son ubicuos, el depdsito de macromoléculas se
restringe normalmente a aquellas células, tejidos y érganos en que la degradacion
de sustratos es mayor. El acimulo primario de material de depésito puede causar
una cadena de alteraciones secundarias en otras funciones bioquimicas y celulares.
Asi, en distintas enfermedades lisosomales parecen estar implicados la acumulacion
de gangliésidos GM2 en el cerebro (puede alterar la dendritogénesis), la alteracion
de la neurotransmisién (la alteracion de los receptores AMPA induce dendritogénesis
ectopica), el trafico vesicular, la autofagia, la inflamacion (presencia de microglia
activada, niveles elevados de citocinas y estrés oxidativo) y la apoptosis. (Parkinson-
Lawrence, E. J., et. al, (2010)).

Algunos estudios muestran en fibroblastos de pacientes con MPS VI: depdsito
lisosomal, alteracion de la autofagia, acumulo de proteinas poliubiquitinadas y
disfuncién mitocondrial. En ratas MPS VI observan estas mismas anomalias junto
con inflamacion y muerte celular en las visceras, pero no en el sistema nervioso
central donde no existe acimulo de dermatan sulfato. Ademas, la terapia génica en
las ratas MPS VI corrige la alteracion de la autofagia, la inflamacion y la apoptosis.
(Tessitore, A., et al., (2009)). Ademas, en modelos animales de MPS VI se observa
qgue el depdsito de GAG produce inflamacion y apoptosis en el cartilago. (Simonaro,
C. M., et al., (2001)). Como parte de esta cascada inflamatoria se liberan en los
condrocitos factor de necrosis tumoral (TNF-a) y otras citocinas inflamatorias (como
IL-1B), dando lugar a apoptosis. Ademas, se liberan metaloproteinasas de la matriz,
que contribuyen a la destruccion articular y Osea, al tiempo que se produce

osteopenia por activacion osteoclastica. (Simonaro, C. M.,et al., (2008)).

Debido a la acumulacion de dermatan se presentan 2 espectros de la
enfermedad, la leve o lenta y la severa o rapida, cada una con diversas
complicaciones. La severa comienza generalmente antes de los 2 afos de edad,
presentando complicaciones cardiacas que llevan al deceso entre la segunda o
tercera décadas de la vida. La forma leve comienza tardiamente, siendo las
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alteraciones musculo esqueléticas leves las primeras en aparecer clinicamente y
falleciendo entre la cuarta o quinta década de vida.

Entre las principales caracteristicas clinicas para ambos espectros se
encuentran: baja talla para la edad, disostosis multiple (como principal caracteristica
de la enfermedad en su forma severa), rigidez articular, opacidad corneal, facies
tosca y a nivel cardiovascular valvulopatias y miocardiopatias como principal causa
de muerte. De forma poco frecuente se pueden presentar macrocefalia, frente
prominente, puente nasal deprimido, compromiso pulmonar y hernias inguinales o
umbilicales. El desarrollo cognitivo usualmente es normal. (Giugliani, R., et al
(2010)).

La acumulacion del DS lleva a varias complicaciones a nivel pulmonar
extrinsecas e intrinsecas, hepatomegalia, opacidad corneal, glaucoma y el edema de
papila con atrofia Optica se aprecia en MPS VI avanzada. Alteraciones cardiacas
como las estenosis y/o las insuficiencias en las valvulas mitral, tricispide y adrtica
son muy caracteristicas de esta MPS; ademas, otras como la endocarditis y la

hipertrofia ventricular pueden estar presentes en estas personas.

Figura 1: Paciente de MPS VI de 16 afios de edad que progresa rapidamente: fotografia de la cara
gue muestra facies tosca: protuberancia frontal, lengua agrandada, labios gruesos, denticion anormal
e hiperplasia gingival.

3.3 Dermatan sulfato y su papel en laruta de FGFs

Los glicosaminoglicanos se han implicado en la unién y activacion de una

variedad de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas. Aunque el dermatan
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sulfato participa en muchos de los mismos procesos biologicos que la heparina y el
heparan sulfato, las interacciones del dermatan sulfato han sido menos estudiadas.
El dermatan sulfato es un tipo de glicosaminoglicano (GAG), también conocido
como condroitin sulfato B, componente esencial de la matriz extracelular siendo un
polisacéarido largo sin ramificaciones formado por unidades de disacéaridos que
contienen azucares modificados N-acetilgalactosamina y un acido urénico que es el
iduronato. Es una red tridimensional de moléculas que rodea las células en los
tejidos del cuerpo, desempefiando diversos roles en la regulacion de la

comunicacioén celular y la funcion de los tejidos.

H

0=5=

OH
0]
*OH@%H/;&MO\
7 on PN

Figura 2: molécula de dermatan sulfato polisacarido largo sin ramificaciones y contiene repeticiones
de una unidad de disacéridos. Las unidades de disacaridos contienen azlcares modificados, N-
acetilgalactosaminas (GalNAc) y un acido urénico, el iduronato.

En relacion con la ruta FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) , el dermatan
sulfato puede actuar como su co-receptor. Los FGF se unen a los receptores de la
superficie celular, y para que se produzca una sefalizacion adecuada, generalmente
se requiere la presencia de un co-receptor de heparan sulfato o dermatan sulfato.
Estos GAG se unen a los FGF y mejoran su capacidad para unirse y activar los
receptores de FGF. Se ha demostrado que el dermatan sulfato interactlia con varios
miembros de la familia de los FGF, como el FGF-2 y el FGF-7, y contribuye a la
regulacion de su actividad bioldgica. (Penc, S. F., et al.,, (1998)). Por ello, la
acumulacion de dermatan sulfato que ocurre durante el sindrome de Maratoux-Lamy
puede afectar la ruta de sefalizacion de los factores de crecimiento de fibroblastos

(FGF) de varias maneras.

En primer lugar, puede darse una modificacion de la union de los FGF a los
receptores: el dermatan sulfato puede interactuar con los FGF y modificar su

capacidad para unirse a los receptores de FGF. Una acumulacién de dermatan
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sulfato puede alterar esta interaccion y afectar la formacién de complejos de FGF-
receptor, lo que resulta en una regulacién alterada de la sefializacion de FGF.
Ademas, puede influir en la afinidad de los FGF por los receptores y modular su
actividad biologica. Estos acumulos pueden cambiar la afinidad de los FGF por sus
receptores, lo que puede alterar la respuesta celular y la sefalizacion mediada por
FGF. Asimismo, también puede influir en la distribucién espacial y temporal de los
FGF en los tejidos, afectando a la estabilidad de los FGF o su interaccion con otros
componentes de la matriz extracelular, lo que puede resultar en una distribucion

anormal de los FGF en los tejidos y una alteracion de la sefializacién de FGF.

3.4 FGFRs y su sefalizacion

Los FGFRs constituyen una familia de receptores tirosina quinasa cuya
sefalizacion esta implicada en mdltiples funciones en diferentes tipos celulares y se
encuentra regulada por complejos patrones de expresién de sus isoformas y de
afinidad por sus diferentes ligandos, los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs).
Algunos de los procesos mejor descritos en los que participa esta familia de
receptores son la regulacion de diferentes fases del desarrollo embrionario
(Kimelman, D., & Kirschner, M. (1987)) y la formacion de diferentes 6rganos (De
Moerlooze, L., et al., (2000)). En el organismo adulto, participan en la homeostasis y
reparacion tisular, en la angiogénesis y en procesos inflamatorios (Turner, N., &
Grose, R. (2010)).

En condiciones fisiologicas, la activacion de los FGFRs ocurre como en cualquier
receptor tirosina quinasa, tras la unién a su ligando (Beenken, A., & Mohammadi, M.
(2009)). Existen siete residuos de tirosina que pueden ser fosforilados tras la
activacion del receptor descritos para FGFR1, Y463 (en posicion yuxtamembranal),
Y583/Y585 (en el inserto quinasa), Y653/Y654 (en el bucle de activacion), Y730 (en
el dominio quinasa) e Y766 (en el extremo C-terminal) 102,103. Los dominios
quinasa de FGFR1-4 se encuentran altamente conservados, con un 75-92% de
homologia (Kobayashi, S., et al.,, (2005)). La mayoria de los residuos de
autofosforilacion se encuentran conservados entre los diferentes FGFRs. Los

residuos de tirosina fosforilados constituyen sitios de unién para diversas proteinas
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adaptadoras como FRS2 (sustrato 2 de FGFR), que es fosforilado por el FGFR
activo.

Otras proteinas adaptadoras como GRB2 pueden unirse a través de un dominio
SH2 de union a fosfotirosina al FRS2 ya fosforilado. A su vez, GRB2 se une a SOS,
que es un factor de intercambio de nucleotidos guanina. Al formarse el complejo
RTK-GRB2-SOS, SOS se activa y promueve la retirada de GDP (Guanina di-fosfato)
de la proteina RAS y su consecuente union a GTP (Guanina tri-fosfato), produciendo
su activacion. Asi, RAS activa a las proteinas RAF mediante su fosforilacion, y éstas
entonces fosforilan a MEK1 y MEK2, que finalmente fosforilan a ERK (p42/p44), que
serd translocada al nucleo para activar factores de transcripcion que regularan la
expresion de genes implicados en proliferacion celular, muerte celular,
diferenciacion, migracion y angiogénesis. (Cseh, B., et al.,(2014)) (Roskoski R., Jr
(2012)).

Por otro lado, la unién de las proteinas adaptadoras GRB2 y GAB1 al FGFR
permitira su union a PI3K, que sera entonces activada por fosforilacion. PI3K es una
quinasa que una vez activa fosforila lipidos de membrana. Su activacion provoca la
produccion de PIP3 (fosfatidil inositol trifosfato), que fosforila a AKT, activdndola.
Posteriormente, AKT activa a otras proteinas que producen sefales de
supervivencia y proliferacion, tales como mTOR, e induce la expresion de proteinas
anti-apoptéticas, como MCL-1. Igualmente, AKT favorece la proliferacién celular
inhibiendo varios represores del ciclo celular como FOXO, e induce la transcripcion
de genes pro-angiogénicos como HIF1a y VEGF, implicados en diferentes procesos
tumorogénicos 107. Uno de los principales reguladores de esta ruta es PTEN, que
defosforila PIP3 a PIP2, disminuyendo asi la activacion de AKT (Rafalski, V. A., &
Brunet, A. (2011)).

Otra proteina adaptadora que también puede ser fosforilada y activada
directamente por el FGFR (Knights, V., & Cook, S. J. (2010)) es la PLCY (fosfolipasa
C gamma), que se une al FGFR en su residuo fosforilado de tirosina Y766
(Mohammadi, M., et al (1991)). Una vez fosforilada, PLCY provoca la liberacion de
calcio intracelular que induce la funcion de los miembros dependientes de calcio de

la familia protein-quinasa C (PKC), y la sefalizacion de MAPK a través de la
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fosforilacion de RAF (Eswarakumar, V. P., et al., (2005)).

Por otro lado, la activacion de los FGFRs promueve la induccion de otras rutas de
sefalizacion oncogénicas, como la ruta de las STATs (Hart, K. C., et al., (2000)) que
es mediada por la fosforilacién en el residuo de tirosina Y766 del FGFR, a la que
STAT3 se une, provocando su fosforilacion (Dudka, A. A., et al.,, (2010)). La
activacion de las STATs induce su propia dimerizacion y translocacion al nucleo,
donde promueven la induccién de diferentes genes diana implicados en proliferacion,
supervivencia, invasion e inmunosupresion, tales como C-MYC, MCL-1 o PIM-1
(Trusolino, L., et al., (2010)).

La regulacion de la sefalizacion inducida por los FGFRs se encuentra regulada
por diferentes proteinas como la fosfatasa 3 de MAPK (MKP3), las proteinas
SPROUTY (SPRY) (Casci, T., Vings, J., & Freeman, M. (1999)) y los miembros de la
familia de expresion similar a FGF (SEF) (Furthauer, M., et al (2002)). Esta
modulacién de la sefial de FGFR puede ocurrir a diferentes niveles de la cascada de
sefalizacion. Por ejemplo, MKP3 desfosforila a ERK, atenuando la sefializacion
MAPK, y las proteinas SPROUTY compiten con la proteina adaptadora GRB2 de
forma dominante negativa, evitando la activacion de RAS por SOS (Hacohen, N., et
al., (1998)).

Ademas, la sefializacibn de FGFR se encuentra negativamente regulada por la
endocitosis de los FGFRs y su posterior degradacion en lisosomas, proceso que
regula la proteina CBL, que se encarga de ubiquitinar al FGFR, marcandolo asi para

su posterior degradacion. (Mohapatra, B., et al., (2013)).
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la cola C-terminal de los FGFR. El reclutamiento de PLCy culmina con la activaciéon de PKC. Varios
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3.5 FGFR-1y su posible papel en mucopolisacaridosis tipo VI

FGFR1 pertenece a la familia de los receptores del factor de crecimiento de
fibroblastos, localizado en el brazo corto del cromosoma 8 (8p11.23), que codifica el
receptor del factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGFR1). Este receptor interactia
con factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) para activar la sefializaciéon en el
interior de las células. Dicha sefalizacion participa en muchos procesos: division
celular, la regulacion del crecimiento y la maduracion celular. De tal forma que es
importante para el desarrollo y el crecimiento normal de varias partes del cuerpo del
organismo, incluyendo el cerebro, los huesos craneofaciales, asi como los huesos

de las manos, pies, brazos y piernas.
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Ademas, la sefializacion por la proteina FGFR1 juega un papel critico en la
formacién supervivencia y migracion de las neuronas en varias areas del cerebro.
Asi parece ser esencial para las neuronas que producen la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que dirige el desarrollo sexual antes del nacimiento y durante
la pubertad, siendo importante para la funcion normal de los ovarios en las mujeres y

los testiculos en los hombres.

Mutaciones en el gen FGFR1 conllevan a alteraciones en la proteina FGFR1 y
esta proteina alterada puede causar una sefializacion prolongada que promueve la
fusion precoz de los huesos del crdneo y afectar al desarrollo de los huesos de las
manos y los pies. Un ejemplo de ello se encuentra en el sindrome de Pfeiffer donde
la mutacion en los genes FGFR1 o FGFR2 pueden provocar la fusion prematura de
los huesos del craneo y con ello limitar el crecimiento del cerebro dando lugar a un
retraso del desarrollo y otros problemas neurolégicos. Ademas, pueden tener
problemas en otras articulaciones que les limitan la movilidad, anomalias de la cara 'y
las vias respiratorias. Asimismo, la alteracidon en la expresion de dichos genes puede
mejorar algunos aspectos relacionados con el cancer tales como la division,
movimiento celular y el desarrollo de nuevos vasos sanguineos que alimentan un

tumor en crecimiento.

En este estudio se comprobard si ocurre un aumento de la expresién del gen
FGFR1 en pacientes con MPS VI. Este aumento de expresion podria deberse a una
respuesta adaptativa del organismo para contrarrestar los efectos de la acumulacién
de dermatan sulfato manteniendo asi su funcién celular y tisular. Esto podria
deberse a que la acumulacion de dermatan sulfato en los tejidos puede
desencadenar una respuesta inflamatoria cronica y por lo tanto las citoquinas
inflamatorias liberadas durante el proceso podrian actuar como factores de
crecimiento estimulando la expresién de dicho gen. Ademas, también podria deberse
a una respuesta compensatoria del organismo para aumentar la disponibilidad de
receptores de FGF aumentando asi la sefializacién de estos y contrarrestando los

efectos adversos de acumulacion de dermatan.
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3.6 Ampliacion de la via MAPK: RAS-ERK

El dermatan sulfato ademas se ha visto implicado en la modulacion de la ruta
de sefalizacion de ERK. Se ha demostrado que puede activar la via de sefializacion
ERK en varias células y tejidos. La interaccion entre el dermatan sulfato y los
receptores de la superficie celular puede activar los receptores de tirosina quinasa y
desencadenar la cascada de sefializacion que conduce a la fosforilacion y activacion
de la proteina ERK. (Catlow, K., et al., (2003)).

Las vias de la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) son cascadas
de sefializacion conservadas evolutivamente que vinculan los estimulos
extracelulares e internos con el control de multiples procesos celulares tanto en
condiciones fisioldégicas como patoldgicas, incluida la adhesion, proliferacion,
supervivencia, metabolismo, migracion, invasién y diferenciacion celular. Y
transcripcion de genes. Se sabe que existen seis moédulos MAPK diferentes en los

mamiferos. Nos centraremos aqui en el eje RAS/ERK.

En condiciones fisiologicas, el factor de crecimiento se une a su receptor
tirosina quinasa en la superficie de la membrana plasmética, induciendo su
fosforilacién y la unién de las proteinas adaptadoras de la familia SHC. A estas se
une GRB2, proteina encargada de reclutar los factores de intercambio de
nucleétidos de guanina como SOS, los cuales activan a RAS en la membrana
mediante el intercambio de GDP por GTP. Cuando RAS esta activo fosforila a las
proteinas de la familia RAF, formada en mamiferos por tres miembros: A-RAF, B-
RAF y c-RAF.

Estas junto con MEK1/2 y ERK1/2 forman un complejo de activacion
secuencial, en el cual RAF fosforila a MEK y este a ERK, mediante su union a
proteinas de andamiaje o scaffold. Estas proteinas actian como plataformas de
activacion sitio-especificas que coordinan la activacion de ERK, regulando su
localizacion, intensidad y duracion. Estas permiten una mayor complejidad y
diversificacion de la sefal y con ello, regular de manera mas precisa los diferentes

procesos celulares en los que ERK interviene (Zaballos et al., (2019)).
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MEK1/2 fosforila a ERK1 en los residuos Thr202 y Tyr204, y a ERK2 en los
residuos Thrl85 y Tyrl87. La fosforilacibn de ambos residuos permite la activacién
completa de ERK, pudiendo fosforilar a mas de 150 substratos citoplasmaticos y
nucleares, los cuales promueven la transcripcion de numerosos genes (Yoon and
Seger, (2006)). Entre los efectores citoplasméticos mas importantes se encuentran
RSK, MSK y paxilina, y entre los nucleares estan c-MYC, c-FOS y miembros de la

familia ETS (E26 transformation-specific), como ELK1.

Durante el proceso de sefializacion, los diferentes componentes de la via
pueden aparecer formando monémeros o dimeros, siendo esto de gran importancia
en la transduccion de la sefial. Un ejemplo de ello son las diferentes proteinas RAF
gue pueden formar homodimeros o heterodimeros entre si y de esta manera activar
la via de forma especifica de dimero (Lavoie and Therrien, (2015)). La mutacion
activadora V600E en la proteina B-RAF le confiere actividad catalitica sin la
necesidad de dimerizar, estando constitutivamente activa la proteina en forma
monomeérica. Por otro lado, el estudio de la dimerizacion de ERK ha revelado que su
forma dimérica es crucial en la activacion de sus efectores citoplasmaticos, no asi de
los nucleares (Casar et al., (2008)). Esto demuestra que no solo es importante el
grado de fosforilacibn de los componentes de la via sino también el estado

monomero/ dimero en el que se encuentran.

Otro mecanismo importante de regulacién es el que ejercen los diferentes
reguladores negativos de la via, encargados de bloquear la transmision de la sefial.
La inactivacion de las proteinas RAS por proteinas activadoras de la actividad
GTPasa, como NF1, favorece la ruptura del enlace fosfodiéster del GTP a GDP;

impidiendo la activacion de las proteinas RAF.

Ademas, es conocido que en casos de activacion sostenida se produce un
incremento en la expresion de las fosfatasas duales especificas (DUSP, Dual-
specificity phosphatase), encargadas de defosforilar a ERK. Estas estan divididas en
diferentes familias en funcion de su homologia de secuencia; y repartidas entre el

citoplasma y el nicleo, aumentando el grado de diversificacion de la sefial.
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Figura 4. Activacion de la via RAS-ERK. Representacién del mecanismo de activacion de la via RAS-
ERK. Los efectores MAPK (en verde) transmiten la sefial extracelular desde el receptor tirosina
quinasa activo hasta a sus dianas citoplasmaticas y nucleares (en amarillo), a través de ERK y de su
unién a proteinas scaffold. En azul oscuro, los principales reguladores negativos de la via y en gris las
proteinas encargadas de la activacion de RAS. Las flechas continuas representan activacién; las
discontinuas, cambios en localizacién de la proteina y las truncadas, inactivacion. (Casar et al.,
(2008)).

3.7 Efectos de la administracion de surfeno antagonista de

glucosaminoglicanos sulfatados.

Surfen (bis -2-metil-4-amino-quinolil-6-carbamida) se describié por primera vez en
1938 como excipiente para la produccion de insulina de depdsito. Se ha demostrado
gue surfen se une a heparinas de bajo peso molecular y al HS y otros GAG. La unién
neutraliza la capacidad de las diversas heparinas para activar AT e inactivar el
Factor Xa. Surfen también bloquea la sulfatacion y la degradacion de las cadenas
GAG in vitro y altera las respuestas celulares dependientes del HS, como la union y
activacion del factor de crecimiento, la uniéon celular, la infeccién viral por HSV vy la
angiogénesis. Estas observaciones ilustran la capacidad de una molécula pequeia
para interferir directamente con los procesos biolégicos clave que involucran al HS y
sugieren la posibilidad de disefiar agentes mas selectivos para identificar

interacciones especificas entre el HS y la proteina. (Schuksz, M., et al., (2008)).
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4. OBJETIVOS

La acumulacion de glucosaminoglicanos, en concreto de dermatan sulfato que se
da en el sindrome de Maratoux-Lamy se relaciona con alteraciones en las rutas de
FGF y MAPK quinasa por ello los objetivos principales que se plantean en este

estudio seran:

» Se llevaran a cabo dos tratamientos a partir de fibroblastos en cultivo de
pacientes con MPS VI y controles: uno consiste en la adiccion de FGF a
distintos tiempos (0, 15 y 60 minutos); el segundo tratamiento se llevara a
cabo mediante la adiccidon de surfeno durante 48 horas y se comparara con el
cultivo sin el mismo.

= Se mediran los niveles de dos proteinas: MAPK quinasa reguladora de la
sefal extracelular (ERK) y MAPK quinasa reguladora de la sefal extracelular
fosforilada (p-ERK) tomando como control positivo vinculina y se comprobaran
si hay cambios a nivel morfoldgico en las células en cultivo.

» Se medira la expresion del gen FGFR1 en pacientes con mucopolisacaridosis

tipo VI y se comparara con la expresion en pacientes control.
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivos celulares

Las diferentes lineas celulares de fibroblastos humanas fueron crecidas en
medio DMEM (medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con
un 10% de suero fetal bovino (FBS Fetal bovine serum), 1% de L-glutamina y 1% de
penicilina-estreptomicina. Para poder llevar a cabo el estudio se realizaron pases de
cultivo de células seriados, hasta obtener una densidad de células optimas, una
placa de 150 mL de la linea control y la linea paciente. Todo esto lo realizamos en
campana de cultivo y en condiciones estériles. Partimos de dos placas de 10mL de
fibroblastos en cultivo, de pacientes con MPS VI y de controles. Para realizar el pase
de células comenzamos atemperando el medio DMEM a 37°C para su posterior uso.
Retiramos el medio en el que se encuentran inicialmente las células, sin tocar el
centro, y realizamos un lavado con tampén fosfato salino (PBS). Posteriormente se
afiadid6 1mL de tripsina para levantar las células adheridas a la placa y se dejo a
37°C durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo y con el fin de levantar la mayor
cantidad de células posibles se rasco la placa con una punta de pipeta. Una vez

realizado esto se afiadié 1mL de medio DMEM para parar la reacciéon de la tripsina y
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se relleno el resto de la placa con el mismo medio. Cada pase de células se realiz6
cuando las placas se encontraron con un 60-70% de confluencia observadas

mediante microscopia Optica.

Una vez obtuvimos la confluencia éptima de ambas placas pasamos las
células a una placa de 6 pocillos y en cada pocillo debia haber la misma cantidad de
estas. Comenzamos retirando el medio y afiadiendo 2mL de tripsina y 2mL de medio
a cada placa. Después cogimos esos 4mL de cada placa, los afladimos a un falcon
de 15mL (uno por placa) y centrifugamos durante 5 minutos a 400g. Pasado este
tiempo recogimos el precipitado que seran nuestras células y resuspendimos en 1mL
de DMEM. Para contar la cantidad de células hicimos uso del contador de células
automatizado Countess™ 3 cogiendo 10 yL de cada solucién de DMEM y células y

afiadiéndolos en un portaobjeto con camara Countess desechable.

Figura 5: contador de células automatizado Countess 3 un sistema de recuento de células de
sobremesa equipado con un algoritmo avanzado de aprendizaje automético, dptica robusta, enfoque
e iluminacién totalmente automatizados y software de andlisis de imagenes para la evaluacién rapida
de muestras de células primarias e inmortalizadas.

Obtuvimos una cantidad de células de control de 3.81x10° cél/mL y una
cantidad de células de paciente con MPS VI de 1.12x10° cél/mL En el caso de las
células control afladimos 2.8 mL mas al falcon de 15 mL para obtener una densidad
de células de 1x10° cél/mL. En el caso de células de paciente si en 1mL obtenemos
1.12x10° células para obtener 1x108 células en 1mL debemos afiadir 120 pL de la
solucion de células. Como el volumen de la placa de 6 pocillos es de 1.5 mL
debemos afnadir 300 uL de la solucion de células control y 187 pL de la solucion de

células de paciente a cada pocillo.
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5.2 Tratamientos con surfeno y FGF

En el sindrome de Maratoux-Lamy la sobreproduccién o acumulacion anormal
de GAGs puede contribuir al empeoramiento de los sintomas caracteristicos de esta
enfermedad. En este contexto, la busqueda de terapias dirigidas especificamente a
los GAGs se ha convertido en un enfoque prometedor para el tratamiento de estas
enfermedades. El surfeno ha surgido como un potencial antagonista de los GAGs
debido a su capacidad para interactuar con estos polimeros y modular su actividad
biologica. Presenta propiedades Unicas que lo convierten en un candidato ideal para
la inhibicion de los GAGs en células de cultivo. Su estructura plana y su alta relacién
superficie-volumen permiten una interaccion eficiente con los GAGs, alterando su
estructura y funcion.

Ademas, puede interaccionar con grupos quimicos especificos que mejoran
su afinidad por los GAGs y optimizan su capacidad antagonista. Al aplicar el surfeno
como antagonista de los GAGs en células de cultivo, se espera observar efectos
beneficiosos en términos de la regulacion de procesos celulares asociados a estas
enfermedades. Estos incluyen la inhibicion de la adhesion y migracion celular
descontroladas, la reduccion de la inflamacién y la modulacién de las interacciones

intercelulares anémalas.

Por su parte el FGF tiene la capacidad de estimular la proliferacion y
supervivencia celular, asi como de promover la diferenciacion y regeneracion de
tejidos. En el contexto de la MPS VI, la aplicacion de FGF en células de cultivo de
pacientes podria tener un impacto positivo en varios aspectos de la enfermedad. Se
espera que el FGF tenga la capacidad de promover la degradacion y metabolismo
de los GAGs acumulados, ayudando asi a reducir la carga de estos compuestos en
los tejidos. Ademas, el FGF puede estimular la proliferacion y diferenciacion celular

de las células afectadas, lo que podria mejorar la funcién y la homeostasis tisular.

El tratamiento con surfeno se realizé en las dos placas de células en cultivo
de pacientes con MPS VI y controles, mencionados anteriormente. Para ello

partimos de un stock de surfeno 2mM y afadimos 11,25 pL de surfeno a tres de los
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pocillos de cada placa, para poder obtenerlo a una concentracion de 15uM en un
volumen final de 1.5mL perteneciente a cada pocillo. Una vez anadido el volumen se
dejaron las células con surfeno durante 48 horas, revisando si existian cambios en la
morfologia de las células. Pasado el tiempo de incubacion con surfeno se realizo el
tratamiento con FGF. Antes de esto fue necesario retirar el medio de los pocillos y
afadirle 1.5mL de nuevo medio DMEM. A continuacion, se afiadié un volumen de
1.5 pL de FGF a cada pocillo a diferentes tiempos, durante 0, 15 y 60 minutos. Se
afndido FGF a todos los pocillos de ambas placas, control y paciente, tanto en los

pocillos tratados con surfeno como en los no tratados.
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Figura 6: Esquema de placa de 6 pocillos correspondiente a células de paciente con MPS VI y
control, mostrando la adiccion de los diferentes tratamientos por pocillo.

5.3 PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

La PCR cuantitativa (QPCR) es una de las técnicas mas comunes para la
cuantificacion de moléculas de acido nucleico en muestras biolégicas y ambientales
basandose en el uso de sondas fluorescentes. Entre las caracteristicas principales
de la técnica se encuentran la deteccion del producto en cada ciclo, el analisis de la

cinética de la reaccion, junto con una alta sensibilidad, especificidad y rapidez.

En este caso ya partimos de cDNA de paciente con MPS VI y control. Para
amplificar el gen de estudio, FGFR1, se hizo uso de primers (Forward y Reverse), un
buffer de trabajo con los cofactores necesarios y dNTPs, Taq DNA polimerasa y

generalmente una sonda especifica, el colorante SYBR Green, que se une al surco
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menor de ADN bicatenario, para potenciar enormemente la fluorescencia. Ademas,
fue necesario tener un gen referente que se mantenga constante a pesar de las
condiciones del experimento que nos sirva para normalizar el gen de interés, en este

caso utilizaremos GAPDH. La secuencia de los primers utilizados son los siguientes:

FGFR1 R=5-CGG TCA AAT AAT GCC TCG GG-3’
FGFR1 F=5-TGG CCT CCA AGA AGT GCA TA-3’
GAPDH R=5’-AGG GAT CTC GTC CCT GGA AF-3’
GAPDH F=5"-AAT TCC ATG GCA CCG TCA AG-3¥

Figura 7: materiales utilizados para la realizacion de qPCR eppendorf que contienen los primers
(GAPDH y FGFR1), junto con muestra de cDNA en bandeja de hielo.

Comenzamos preparando en un eppendorf el mix de primers, los cuales seran
de FGFR1 para ver su expresion y GAPDH como control. Partimos de 12 muestras y
2 mix de primers, uno de FGFRL1 y otro de GAPDH. Por cada muestra afiadimos 5uL
de SYBR Green, 2uL de mix de primers , 2uL de H20, 1uL de cDNA y se carga la
placa. Antes de colocar la placa en el dispositivo de analisis se centrifug6 durante 1
minuto hasta conseguir 1000 rev. Para llevar a cabo la amplificacion se hizo uso del
dispositivo QuantStudio 3, disefiando la placa de analisis en su software asignado.
Partimos de un volumen de reaccion de 10uL, una temperatura de cubierta de 105°C
y 50 ciclos.
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Figura 8: programa de analisis de qPCR de la casa comercial ThermoFisher. Se muestran las
condiciones de estudio: volumen de reacciéon de 10pL, una temperatura de cubierta de 105°C y 50
ciclos. Ademas, aparece la temperatura y duracion de cada paso.

Una vez establecidos los pardmetros cargamos la placa en el sistema de PCR

en tiempo real QuantStudio 3, asegurandonos que la placa esta correctamente

colocada y tiene dispositivos de contrapeso adecuados.

Figura 9: sistema de cuantificacion de PCR en tiempo real QuantStudio 3 junto con muestras a
analizar en placa de andlisis. Laboratorio del Area de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Extremadura.

5.4 Extraccion de proteinas

32



Para la extraccion de proteinas comenzamos afadiendo 200uL de lisis buffer por
pocillo, gota a gota, por toda la placa. Se realizd una disolucion madre de lisis buffer
con un volumen final de 3mL para poder cubrir las dos placas. La disolucion madre
estaba formada por 1.5mL de tampdn salino 2X, 35 pL de un inhibidor de fosfatasas
que es el ortovanadato sodico 10mM, 120 uL de inhibidor de proteasas, 3 uL de B-
mercaptoetanol y 1.347 mL de H20 destilada. Una vez adicionado el tampén de
lisis a cada pocillo con la placa en hielo, se rasc6 con un scraper y la disolucion se
paso a un eppendorf, uno por placa, que se colocé también en hielo recubierto con

Parafilm.

Figura 10: placa de fibroblastos en cultivo junto con lisis buffer en hielo, utilizando el utensilio scraper
para remover el fluido de todos los pocillos de la placa en el laboratorio del Area de Biogquimica y
Biologia Molecular de la Universidad de Extremadura

Posteriormente se colocd en la noria a 4°C durante lhora para que las
muestras se homogenicen y las células se lisen completamente. Pasado este tiempo
centrifugamos las muestras durante 20 minutos a 4°C. Durante este tiempo se
calento el termo bloque a 95°C. Una vez las muestras son centrifugadas se recogio
el sobrenadante y se pas6 a un nuevo éppendorf. Finalmente, para desnaturalizar el
resto de las proteinas afiadimos tampdn 5X y las colocamos 5 minutos en el termo

bloque que habia sido calentado previamente a 95°C.

55 Método Bradford
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El método de Bradford se basa en la cuantificacion de los cambios de color en
una solucion debidos a la union -en condiciones &cidas- de las moléculas proteicas
de una muestra con las moléculas de un tinte especial: el azul de Coomassie Brilliant
Blue G250. Dicha técnica la realizamos para determinar la cantidad de proteina que
se necesitaba usar para realizar la técnica de Western Blot de fibroblastos de células
humanas (Bradford MM, 1976).

Curva patrén: En primer lugar, se descongel6 el Stock de 0,25 ug/uL de BSA
a temperatura ambiente y se afiadieron los volumenes siguientes de H20 destilada y
BSA a cada pocillo. Una vez afiadidos, colocamos 1 uL de cada muestra en cada

pocillo, en el orden en que se muestra en la tabla X.

ML BSA ML H20
0 160
1 159
2 158
4 156
6 154
8 152
10 150

Tabla 2: volumen de BSA y de H,0 destilada en uL para la preparacion de la muestra patrén.

Preparamos la placa de 96 pocillos y afiadimos 160uL de la mezcla de H20 y
BSA para el blanco (x3 por réplica técnica en columna) y seguidamente 1uL de cada
muestra patron de menor a mayor (x3 por réplica técnica en columna). Sacamos el
azul de Comassie de 4°C en un falcon de 50mL y afiadimos % aproximadamente.
Con pipeta p100 pipeteamos 40 yL de Comassie en cada uno de los pocillos, con

cuidado de no generar burbujas.
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TRIPLICADOS —

TRIPLICADOS —

Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figura 11. Placa de 96 pocillos con coloracién en 57 pocillos, numerados de 0 a 2.5 yg/uL y de C1 a
M6 por triplicados, siendo C las muestras control y M las muestras de pacientes con
mucopolisacaridosis tipo VI.

Lectura absorbancia: para este proceso utilizamos el espectrofotometro
lector de microplacas Infinite F50 Robotic con cubeta. La longitud de onda debe ser
de 595nm, propio de las proteinas. El andlisis se realizO mediante el software
Magellan for F50.

LED de estado

Resorte de colocacion
de microplacas
Posicion del

pocillo A1 Transporte

de placa

Figura 12 v 13: Espectrofotometro lector de microplacas Infinite F50 Robotic con y placa de 96
pocillos. En la imagen de la derecha se muestran los componentes del instrumento entre los que se

encuentran un LED que te informa del estado y el resorte de colocacién de la microplaca.

5.6 SDS-PAGE

La electroforesis es un método analitico en el que se separan biomoléculas
segun su carga y bajo la accion de un campo eléctrico; fue empleado por primera
vez por Tiselius en el afio 1937. La velocidad de migracion de las particulas también
depende del tamafio y la forma de estas; y del coeficiente de friccion que presente el
soporte en el que se realiza. El objetivo principal de este experimento consiste en el

desarrollo de la técnica de electroforesis SDS-PAGE para estimar el peso molecular
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de distintas muestras proteicas y compararlo con los valores que brinda la teoria y
con estas 3 comparaciones, concluir cuan preciso y eficiente es esta técnica para el

analisis de proteinas.

Preparacion de los geles: El gel de apilamiento y el gel de resolucion son
dos tipos de geles de poliacrilamida que se utilizan para lograr una mejor separacion
de las proteinas en cada muestra. Estos dos geles difieren en el pH, el contenido de
poliacrilamida, el tamafio de los poros y el propdsito final. En primer lugar, se realiza
el gel de resolucién (Resolving gel) en nuestro caso lo hicimos con un porcentaje del
10% con un volumen final de 10mL. Usamos 4.84 mL de agua milliQ, 2.5 mL de
Acrilamida al 40%, 2.5 mL de Tris-HCI 1,5M de pH 8.8, 100uL de duodecilsulfato de
sodio (SDS) 10%, 10 uL de Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 50 yL de Amonio
Peroxodisulfato (APS) 10%.

Seguidamente volcamos el volumen del gel de resolucion entre los vidrios del
soporte y se afiadié con una pipeta Pasteur una capa de isopropanol de 3cm de alto
para aislar del aire y evitar burbujas. Se dej6 en reposo por 10min para la
polimerizacién del gel y transcurrido el tiempo se eliminé la capa de isopropanol
evitando que quede cualquier resto. Posteriormente se realiz6 el gel de acumulacién
o apilamiento (stacking gel), que alinea las proteinas en una fina banda que entra al
mismo tiempo y velocidad en el gel separador, usando un volumen final de 5 mL
afiadimos 3.16mL de agua milliQ, 500 pL de Acrilamida al 40%, 1.26 mL de TrisHCL
0,5M de pH 6.8, 50 yL de duodecilsulfato de sodio (SDS) 10%, 10 pL de
Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 25 yL de Amonio Peroxodisulfato (APS) 10%.
Una vez que tenemos todos los compuestos afladidos vertimos el volumen del gel
entre los vidrios, luego se coloco lentamente el peine con los dientes mas gruesos
hacia el gel y se dejo en reposo por 20min para que se solidificara. Transcurrido el
tiempo se retird lentamente el peine y se limpiaron los pocillos con agua destilada

para que no quedaran restos de acrilamida y poder a su vez retirar las burbujas.

Preparacion de las muestras: Calcular la cantidad de tampdn de carga y B-
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mercaptoetanol que debemos afiadir a cada muestra y pipetear el MIX en cada
ependorff. Para las muestras se usaron 117uL de tampén de carga y 0.375 uL de B-
mercaptoetanol. Una vez pipeteado se colocaron en el termobloque a 95-100°C
durante 5 min. Posteriormente se realizé un SPIN de centrifuga durante 9 segundos
y se cargaron los geles. Mientras tanto se preparé el running Buffer 1X: 900ml H20
destilada +100ml de Tris Glicina 10X SDS.

Electroforesis: A continuacion, se preparo la cubeta de electroforesis vertical,
se encajaron los geles y se acabo de llenar la cubeta con Running buffer. Pusimos
una placa de hielo en la cubeta para mantener la temperatura ya que al elevar el
voltaje la temperatura del medio aumenta y puede ocasionarnos errores. Hecho esto
se aplico corriente al gel a 60 V comprobando que la corriente pasa correctamente,
observando que las burbujas aparecian al conectar el voltaje, hasta que las

muestras se empaqueten. Posteriormente se fue subiendo el voltaje durante 2 horas.

Figura 14. Laboratorio Area Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Extremadura fuente de
voltaje y cubeta de electroforesis conectadas a 65 voltios.

57 Western Blot

La técnica Western blot se utiliza a menudo en la investigacion para separar e
identificar proteinas. En esta técnica se separa una mezcla de proteinas en funcién

del peso molecular y, por tanto, del tipo, mediante electroforesis en gel. Estos
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resultados luego se transfieren a una membrana que produce una banda para cada
proteina. A continuacion, la membrana se incuba con anticuerpos marcadores
especificos de la proteina de interés. El anticuerpo no unido se lava dejando solo el
anticuerpo unido a la proteina de interés. A continuacion, los anticuerpos unidos se
detectan revelando la pelicula. Como los anticuerpos solo se unen a la proteina de
interés, solo debe verse una banda. El grosor de la banda corresponde a la cantidad
de proteina presente; por lo tanto, hacer un estandar puede indicar la cantidad de
proteina presente (Mahmood T, & Yang PC., 2012).

Electrotransferencia: Una vez finalizada la electroforesis sacamos el gel y
cortamos la parte sobrante (stacking gel) para poder hacer la transferencia a la
membrana de nitrocelulosa. Cortamos 4 papeles de filtro para adaptarse a la medida
del gel y 1 membranas de fluoruro de polivinilideno (PDVF) y a continuacion se
humedecieron las esponjas, papeles de filtro y membrana con el tampén de
transferencia o transfer buffer: Tris Glicina 1X+ 20% Metanol.

Posteriormente montamos el sandwich de transferencia en el orden siguiente:
espuma-papel de filtro-gel-membrana-papel de filtro-espuma. Después de cada paso

eliminamos las burbujas para que no interfieran con el resultado.

Figura 15. Laboratorio Area Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Extremadura cubeta
perteneciente a la realizacién de la técnica Western Blot junto con sandwich y transfer buffer en la

bandeja de montaje.

Se colocé el sandwich en la cubeta estd rodeada de hielo y se puso en
marcha el agitador en camara a 4°C a velocidad 4-5. Lo conectamos a 333,33mA

durante 3 horas.
38



Figura 16. Laboratorio Area Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Extremadura cubeta
perteneciente a la realizacion de la técnica Western Blot junto con sandwich y transfer buffer con
bloque de hielo.

Acabado este tiempo se abri6 el sadndwich con la parte negra abajo,
colocamos la membrana boca arriba y se afiadio el colorante Ponceau (colorante
rojo que se une especialmente bien a las proteinas). A continuacion, se realizaron 3
lavados con agua destilada y se mantuvieron las muestras en esta. Se recortaron los
margenes de membrana que no contienen muestra, dividimos la membrana en 2

fragmentos p-ERK y vinculina; ERK totales y vinculina.

Figuras 17 y 18: Laboratorio Area Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Extremadura
membrana después de la transferencia en cubeta con Ponceau y después de los lavados con agua
destilada.

Blogueo e incubacién de anticuerpos: Una vez separadas las muestras en
una cajeta se afiadieron 2mL de Blocking buffer (5g de leche diluidos en 100mL de
TBS-T) a cada una para bloquear las membranas y se colocaron en el balanceador
durante 1 hora. Mientras tanto se prepararon los anticuerpos primarios. Pasado el
tiempo de bloqueo se afiadieron los anticuerpos primarios en la parte superior o
inferior de la membrana y se dejaron toda la noche a 4°C en agitacion o a 4°C en
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agitacion durante 5 horas. Trascurridos estos tiempos de espera devolvimos los
anticuerpos primarios a un eppendorf para poder utilizarlos en otra ocasion. A
continuacion, se realizaron 5 lavados con TBS-Tween 0.1% 1X de 7 minutos cada
uno, colocando las placas en la zona de balanceo, para retirar los restos de
anticuerpo. Posteriormente se afiadieron los anticuerpos secundarios en Blocking
Buffer (5g de leche diluidos en 100mL de TBS-T) utilizando para este caso un
volumen final de Blocking Buffer de 2mL para las dos mezclas con los anticuerpos
secundarios, afiadiendo 1pL del anticuerpo secundario de rabbit (1:1000) por una
parte y 0.5 pyL de anticuerpo secundario de mouse (1:1000) que son utilizados con la
misma titulacion en todos los Western Blot realizados. Los anticuerpos secundarios
los mantuvimos 1 hora e hicimos 4 lavados de 7 minutos con TBS-Tween 0.1% 1X al
igual que con el anticuerpo primario, en el balanceador, y un ultimo lavado de 7

minutos con TBS 1X.

Figura 19: Area de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Extremadura membranas
tras la realizacion de lavados en el balanceador

Una vez transcurrido el tiempo cogimos las membranas, las metimos en la
solucién de TBS-Tween 0.1-1x y las transportamos a la maquina de revelado (Chemi
Blod) donde comprobamos los resultados, ayudandonos de Thermo Scientific
SuperSignal West Femto un sustrato quimioluminiscente (ECL). La
quimioluminiscencia mejorada o ECL se ha convertido en el método mas popular
para la deteccion en el analisis de transferencia Western, aunque han surgido
nuevas detecciones y se estan desarrollando otras (MacPhee D. J. (2010)). Es un

método muy sensible y se puede utilizar para cuantificar la abundancia relativa de
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una proteina o proteinas de interés, a diferencia de los anticuerpos marcados con
enzimas que utilizan sustratos solubles que se convierten en productos finales
coloreados insolubles (Kurien y Scofield, 2006). El principio es que cuando un
sustrato como el 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona (luminol) se oxida con
peréxido de hidrégeno, se libera luz durante la reaccidon quimica. El sustrato es, por
lo tanto, un reactivo limitante y la produccién de luz termina cuando el sustrato se
oxida. Cuando un procedimiento Western se optimiza correctamente el rango de
respuesta lineal de la reaccion de ECL, durante un determinado periodo de tiempo,
ayudara a cuantificar los niveles relativos de proteina (siguiendo la proporcion de
solucion A y B proporcionada por el fabricante), en una proporcion de 1mL de cada
uno de los botes, van por orden: primero extraemos el 250uL del bote de color claro
y en segundo lugar del bote de color oscuro, a este ultimo no le puede dar la luz, o si

le da que sea lo menos posible.

Figuras 20 y 21: A la izquierda recipientes para preparar la mezcla ECL. A la derecha se aprecia el
uso de casete para exponer la membrana en el cuarto de revelado.

A continuacion, se afadio la mezcla de ECL a cada una de las muestras, las
colocamos en la maquina de revelado y finalmente se obtuvieron los resultados.
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Figura 22. Maquina de revelado iBright CL1500 Imaging System d&rea Bioquimica y Biologia
Molecular Universidad de Extremadura.

Condiciones de Western Blot realizado en humanos. Partimos de un
extracto proteico de 20ug, los cuales usamos para analizar y resolver las demas
proteinas mediante electroforesis SDS/PAGE e inmunotransferencia con los
siguientes anticuerpos primarios: 1uL p-ERK, 0.5 pL Vinculina y 1 pL ERK-total.
Todos los anticuerpos primarios los bloqueamos con un 5% de leche (5g de leche en
100mL de TBS-T). La cuantificacion densitométrica se realiz6 utilizando el software
ImageJ en determinaciones independientes por duplicado.

5.8  Stripping

Para la mayoria de las inmunotransferencias desarrolladas con
quimioluminiscencia o con sistemas de deteccion basados en fluorocromos, es
posible eliminar los anticuerpos primarios y secundarios de la membrana sin afectar
el antigeno unido. Esta técnica te permite reutilizar la membrana para la deteccion
de otro antigeno proteico y recibe el nombre de Stripping. (Litovchick L. 2020). En
nuestro caso utilizamos esta técnica para la optimizacion de los anticuerpos
primarios p-ERK y ERK-total, ya que las sefiales obtenidas no se relacionaban con lo
esperado. Antes de afiadir la solucion de stripping se realizaron 3 lavados de 7
minutos con TBS-Tween 1X. Durante este tiempo preparamos el Stripping Buffer
usando un volumen final de 100mL afiadimos: 1mL de Tween 1%, 0.1 g de SDS, 1.5
g de Glicina y H20 destilada aforando hasta el volumen final. A continuacion, se
incubaron las membranas con el stripping buffer a temperatura ambiente durante 2

horas y agitacion lenta. Una vez finalizado el tiempo se realizaron 2 lavados con
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PBS 1X de 10 minutos y 2 lavados con TBS-Tween de 5minutos. Finalmente, se
llevé a cabo el protocolo de Western Blot de adiccion de anticuerpos primarios. En
nuestro caso, dejamos guardadas las membranas en TBS 1X O.N y comenzamos

realizando un lavado con TBS-Tween de 7 minutos, dando paso al bloqueo.

6. RESULTADOS

6.1 Efecto del surfeno en la morfologia y viabilidad celular en cultivo de

fibroblastos de pacientes con MPS VIy control.

Uno de los enfoques terapéuticos para tratar las MPS y en concreto MPS VI
de la que es objeto nuestro estudio podria ser el uso de surfeno, que se ha
demostrado prometedor en estudios preclinicos. Sin embargo, antes de ser

considerado como opcidn terapéutica segura y efectiva es crucial evaluar su impacto
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en la viabilidad celular y en la morfologia de los cultivos celulares. Ademas, es
fundamental comparar estos efectos con cultivos de fibroblastos obtenidos de
pacientes control, que no presentan la condicion de MPS VI. Por ello, lo primero fue
determinar si el surfeno tenia algun efecto perjudicial sobre las células en ambos
grupos, para ello se hicieron controles seriados de visualizacibn a microscopia
electronica de los distintos grupos. Los resultados obtenidos revelaron que el surfeno
no afecta significativamente a la viabilidad celular ni a la morfologia de los cultivos de
fibroblastos de pacientes con MPS VI ni pacientes control, teniendo en cuenta que la
confluencia del cultivo de fibroblastos en pacientes es menor dado que estas células

tienen un tiempo de crecimiento mas lento.

CONTROL MPS VI
A B
SIN SURFENO
+ SURFENO
48h
C ' : D

Figura 23. Imagenes de cultivo de fibroblastos a microscopia electrénica con aumento 20X en
pacientes con MPS VI y pacientes control, sin tratar y tratados con surfeno durante 48 horas. Si
comparamos las muestras de cultivos control (panel Ay C) y las muestras de pacientes con MPS VI
(panel B y D) con y sin surfeno no se aprecia una disminucién de la viabilidad ni cambios a nivel
morfolégico.

Si se aprecian diferencias de confluencia entre los cultivos de fibrobastos de pacientes con MPS VI
con y sin surfeno (paneles B y D) frente a la confluencia de células control (paneles Ay C), esto es
debido a que el crecimiento de las células con la enfermedad es mas lento que en células control.

Con estos resultados se proporciona la evidencia preliminar que respalda
la seguridad del surfeno en cultivos de fibroblastos en pacientes con MPS VI,
sin afectar la viabilidad celular ni la morfologia.

6.2. Comparaciéon de los niveles de expresion de p-ERK y ERK total entre

cultivos de fibroblastos de pacientes con mucopolisacaridosis tipo VI y
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cultivos de fibroblastos de pacientes control tratados con FGF y surfeno.

La mucopolisacaridosis tipo VI (MPS VI) es una enfermedad metabdlica
hereditaria caracterizada por la deficiencia de la enzima arilsulfatasa B, lo que
resulta en la acumulacién de glucosaminoglicanos en los tejidos y 6rganos del
cuerpo. Esta acumulacién anormal puede provocar diversas complicaciones clinicas
en los pacientes afectados. En estudios previos, se ha observado que la via de
sefalizacion de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) desempefia un
papel importante en la regulacién del crecimiento celular, la diferenciacion y la
supervivencia. Una de las proteinas clave en esta via de sefalizacion es la quinasa
regulada por sefales extracelulares (ERK). La fosforilacion de ERK (p-ERK) es un
evento crucial en la activacién de esta via y estad asociada con diversos procesos
celulares. En este estudio, se comparan los niveles de expresién de p-ERK y ERK
total entre cultivos de fibroblastos de pacientes con MPS tipo VI y cultivos de
fibroblastos de pacientes control, tras realizar un tratamiento con surfeno durante 48
horas y un tratamiento con FGF a diferentes tiempos (0,15 y 60 minutos) con el
objetivo de evaluar si existe alguna alteracion en la activacion de la via de

sefializacion de ERK en los pacientes con MPS tipo VI.

Nuestros estudios revelaron que los niveles de expresion de p-ERK en
condiciones basales (sin ningun tipo de tratamiento) se ven notablemente
aumentados en cultivos de fibroblastos de pacientes con MPS tipo VI en
comparacién con los cultivos de fibroblastos de pacientes control.

Ademas, en cultivo de fibroblastos de pacientes con MPS VI donde no se ha
realizado tratamiento con surfeno y si han sido tratados con FGF durante 15
minutos, hay un pico de expresion donde se ve incrementados los niveles de p-ERK.
Por su parte el tratamiento con surfeno disminuye los niveles de p-ERK en todos los
tratamientos con FGF en cultivo de fibroblastos de pacientes con MPS VI. En
controles no se aprecian diferencias significativas en los niveles de p-ERK respecto
a ningun tratamiento, por lo que tardan mas en llegar a la maxima activacion, que

probablemente sea después de 60 minutos.
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Figura 24. Los niveles de expresion de p-ERK, ERK total y vinculina en cultivo de fibroblastos con
tratamiento de FGF y surfeno, de pacientes con MPS tipo VI y pacientes control se analizaron
mediante inmunotransferencia para ERK, p-ERK y vinculina y se cuantificaron por densitometria. Los
niveles de proteina se normalizaron a valores de vinculina y de una muestra de referencia. En el
panel B se muestran los niveles de ERK total, p-ERK y vinculina normalizados a la muestra de
referencia control. en este caso se observa un incremento del nivel de expresién de p-ERK en
pecientes con MPS VI en niveles basales. Asimismo, se aprecia como la adiccién de FGF a 15
minutos potencia la expresion de p-ERK en pacientes con MPS VI, y por el contrario, el tratamiento
con surfeno disminuye la expresion de p-ERK en pacientes con MPS VI.

En conclusion, nuestros hallazgos destacan una mayor activacion de la via

de ERK, medida mediante los niveles de p-ERK, en los fibroblastos de pacientes con
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MPS tipo VI en comparacion con los fibroblastos de pacientes control. Ademas se
observa un incremento de la expresiéon de p-ERK en pacientes con MPS VI
mediada por la adiciéon de FGF a 15 minutos. Por otra parte se aprecia una
disminucion de los niveles de p-ERK mediada por la adiccion de surfeno en

pacientes con MPS VI.

6.3. Anédlisis de la expresion del gen FGFR1 en pacientes con

mucopolisacaridosis tipo VI.

FGFRL1, el receptor 1 del factor de crecimiento de los fibroblastos, desempeia
un papel clave en la activacion de la via de sefializacion de las proteinas RAS v,
posteriormente, en la activacion de las proteinas quinasas MAP (Mitogen-Activated
Protein Kinases), incluyendo a ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinases). Una
vez activado, ERK se desplaza hacia el nucleo celular y fosforila factores de
transcripcion, como proteinas del complejo de transcripcién nuclear, para regular la
expresion génica. En este estudio se comprobo si hay un aumento de la expresion
del gen FGFR1 en pacientes con MPS VI, para corroborar asi un aumento de los

niveles de p-ERK, como se ha obtenido analizando los resultados anteriores.
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Figura 25. Los niveles de expresion del gen FGFR1 en pacientes con MPS VI, analizados mediante
PCR cuantitativa, muestran un aumento de expresion de dicho gen en pacientes con MPS tipo VI
cuatro veces superior a la expresion que se observa en muestras de pacientes control (NHDF).
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Como se ha obtenido un aumento en los niveles de expresion del gen FGFR1 es
4 veces mayor pacientes con mucopolisacaridosis tipo VI, podemos concluir que
por ello puede darse un aumento de la activacion de la proteina quinasa ERK por
fosforilacion, obteniendo asi niveles elevados de dicha proteina fosforilada en
pacientes con MPS VI.
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7. DISCUSION

Mediante el uso de fibroblastos en cultivo de pacientes con MPS VI se pretende
identificar como actian diversos factores implicados en la ruta de sefalizacion
afectada, su papel relevante en esta enfermedad, asi como un posible tratamiento
frente a la misma. Tras un estudio realizado en pacientes control y pacientes con
MPS VI aspiramos a dilucidar un posible aumento de la expresion de la proteina
ERK fosforilada en pacientes con MPS VI. En esta enfermedad se produce una
acumulacion de dermatan sulfato, un tipo de glucosaminoglicano que puede actuar
como correceptor en la ruta de factor de crecimiento de fibroblastos FGF
activdndola. Asimismo, esta ruta activada promueve la fosforilacion de proteinas
quinasa como ERK, sujeto de nuestro estudio. Esto se ha comprobado también en
otro tipo celular, queratinocitos, donde se aprecia como el dermatan sulfato se une al
factor de crecimiento de queratinocitos FGF-7 potenciando su actividad (Trowbridge,
J. M., et al., (2002)). En nuestro caso se obtuvieron mayores niveles de expresion de
proteina ERK fosforilada en pacientes con MPS tipo VI, confirmando que el
dermatédn podria afectar a dicha ruta sobreactivando a la proteina ERK. Para
reafirmar esta hipétesis se realiz6 un analisis de la expresion del gen FGFR1 donde
se obtuvo como resultado un aumento de la expresién de dicho gen en pacientes
con esta enfermedad. Mediante el empleo de la herramienta The Human protein
atlas se pudo dislucidar que en otras enfermedades como el cancer (de tiroides, de
cabeza y cuello y cancer de mama) también se observa un aumento de los niveles

de expresion de este gen.

Como posible tratamiento diana se comprueba como afecta el efecto de surfeno
en células de pacientes en cultivo ya que se sabe que este puede actuar como
antagonista de los glicosaminoglicanos inhibiendo su actividad, y ademas se ha
comprobado en otros estudios como su empleo bloquea a glucosaminoglicanos
extratumorales de condritin sulfato en glioblastoma. (Logun, M. T., et al., (2019)).
Obtuvimos una disminucion en los niveles de expresion de p-ERK en pacientes con
MPS VI corroborando nuestra hipétesis. Ademas, no se obtuvieron cambios en
morfologia ni en viabilidad celular lo que podria ser considerado como un material
seguro para su aplicacion en el contexto de la terapia de MPS VI.
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Por otra parte, se realizaron tratamientos con FGF a diferentes tiempos para
comprobar si su adiccion pudiera conllevar a la activacion de la proteina ERK,
fosforilandola. Se adicion6 FGF a 0,15 y 60 minutos y se observd un maximo de
expresion de p-ERK a un tiempo de 15 minutos que seria el tiempo que tardaria en
llegar a su maxima activacion. A pesar de haber obtenido hallazgos que corroboran
nuestra hipotesis se deberian hacer mas estudios para poder afirmar que el
dermatan sulfato aumente la expresion de p-ERK y que surfeno pueda actuar como

terapia en la enfermedad de mucopolisacaridosis tipo VI.

8. CONCLUSION

En resumen, con los resultados obtenidos en nuestra investigacion las

conclusiones de este trabajo de fin de grado son:

1. Se proporcionan evidencias de que en pacientes con MPS VI, donde se
produce una acumulaciéon de dermatan sulfato, la expresion de la proteina
quinasa ERK fosforilada se ve aumentada, debido a que el dermatan sulfato
actla como co-receptor activando la ruta de FGF que promueve dicha
fosforilacion.

2. Esto se observa ademas mediante la realizacion de un analisis de la
expresion del gen FGFR1 donde su expresion se ve aumentada en pacientes
con enfermedad.

3. Se corrobora mediante el tratamiento con FGF a diferentes tiempos
observandose un aumento de p-ERK con un pico maximo de activacion tras
15 minutos de su adiccién, a tiempos menores que la activacion que ocurre en
pacientes control.

4. Con nuestros hallazgos podriamos considerar la adiccion de surfeno como
una posible terapia para pacientes con esta enfermedad, ya que al ser un
inhibidor de glucosaminoglicanos como dermatan sulfato disminuye la
expresion de p-ERK tras su adiccion. Sin embargo, deberian repetirse

nuestros estudios para poder afirmar nuestras hipotesis.
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