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RESUMEN

La Fibrilarina es una proteina nucleolar con actividad de metiltransferasa que esta
implicada en el procesamiento y maduracion del ARN ribosomal, la metilacion de
histonas, la oncogénesis, el estrés celular y la biogénesis ribosomal. Ademas, se ha
comprobado que esta proteina tiene un rol fundamental en la progresién de las
enfermedades infecciosas, interactuando de manera directa con proteinas virales y
bacterianas, relacionandose con el movimiento de virus y la infeccidon sistémica en
plantas, asi como con la resistencia a diferentes patégenos bacterianos.

En el genoma humano se han identificado dos variantes de fibrilarina: Fibrilarina y
Fibrilarina Like, expresadas indistintamente y llevando cabo la misma funcién celular. Sin
embargo, poco se conoce acerca de Fibrilarina Like y no existe informacion que permita
determinar en qué circunstancias se expresa cada una de estas variantes. Es por ello que
nos proponemos en esta investigacion caracterizar estas dos variantes de Fibrilarina, lo
cual sera una herramienta importante que nos permitird determinar posteriormente la

influencia de su expresion diferencial en la respuesta a los diferentes estimulos celulares.




ABSTRACT

Fibrillarin is a nucleolar protein with methyltransferase activity. That is involved in
ribosomal RNA processing and maturation, histone methylation, oncogenesis, cellular
stress, and ribosomal biogenesis. In addition, it has been verified that this protein plays a
fundamental role in the progression of infectious diseases, interacting directly with viral
and bacterial proteins, relating to virus movement and systemic infection in plants, as well
as resistance to different bacterial pathogens.

There are two variants of fibrillarin identified in the human genome: Fibrillarin and
Fibrillarin Like, expressed interchangeably and carrying out the same cellular function.
However, little is known about Fibrillarin Like and there is no information to determine the
circumstances in which each of these variants is expressed. In this research we propose
to characterize these two Fibrillarin variants, which will be an important tool that will allow
us to later determine the influence of its differential expression on the response to different

cellular stimuli.




INTRODUCCION

El nucléolo es la estructura mas grande dentro de la célula, su funcién mas importante es
la biogénesis ribosomal, sin embargo también esta involucrado en otros procesos, como
el silenciamiento genético, la progresioén del ciclo celular y la senescencia (Spector, 1993).
La fibrilarina (Fib) es una proteina que se localiza dentro del nucléolo, especificamente
dentro del Componente Fibrilar Denso (DFC, de sus siglas en inglés) y en las fronteras
que lo separan del Centro Fibrilar (FC, de sus siglas en inglés), donde participa en los
primeros pasos de la transcripcion del pre-ARN ribosomal (ARNr), formando parte del
complejo U3 snoRNP, responsable de la metilacion de los sitios especificos 2’-O-ribosa y
de su plegamiento (Amin et al., 2007). Fib esta presente en todos los organismos
eucariotas, presentando en general una secuencia y estructura conservadas. Se divide en
dos secciones generales: el extremo N-terminal y el dominio metiltransferasa o C-terminal.
Fib estd implicada en el procesamiento y maduracion del ARNr al igual que en el
ensamblaje de ribosomas (Loza-Muller et al., 2015), la metilacion de histonas y se ha
relacionado con el movimiento del virus y la infeccién sistémica en las plantas (Li et al.,
2017). Se ha demostrado que diferentes proteinas virales interactian con Fib lo que
sugiere que esta puede estar involucrada en el ciclo celular viral (Zheng et al., 2015), asi
mismo se ha identificado asociacion entre Fib y la resistencia a diferentes patégenos
bacterianos (Tiku et al., 2018). Esto pudiera resultar relevante en la respuesta a diferentes
tipos de estrés en los seres vivos, ya que se ha observado que tanto Fib, como el nucléolo
cambian su organizacion en estrés tanto bidtico (ataque de virus, bacterias etc) como
abidtico (calor, frio radiacién ultravioleta) o inhibidores como la actinomicina D (Boulon et
al., 2010).

El estudio del genoma humano ha permitido identificar dos genes que codifican para Fib,
los cuales dan lugar a Fib y Fib Like. Ambas metiltransferasas con la misma funcion
biolégica y con una homologia en su secuencia mayor al 90%. Sin embargo a pesar de
que se conoce la existencia de ambas variantes, los estudios que se han llevado a cabo

hasta la fecha que hablan de Fib no realizan una distincion entre ambos genes.




CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1. Nucleo Celular

El nucleo es un organelo caracteristico de las células eucariotas, que provee del espacio
necesario para la expresion de la mayoria de las funciones gendmicas, como lo son el
almacenamiento y la replicacion del ADN, la transcripcion selectiva de genes, el
procesamiento del ARN mensajero (ARNm), su exportacion, la biogénesis ribosomal, y la
regulacion del ciclo celular, entre otros (Janota et al., 2020). Estas funciones son basicas
para la vida y se llevan a cabo tanto en nucleos de células animales como de células
vegetales. Estos procesos tienen lugar en gran parte por medio de interacciones

moleculares entre proteinas y moléculas de diversa indole (Mohamad y Boden, 2010).

La organizacion interna del nucleo es clave para el correcto funcionamiento de la célula.
Esta organizacion consiste en el agrupamiento de moléculas diversas como ADN, ARN,
lipidos y proteinas en regiones especificas, de acuerdo a su actividad, conformando las
regiones intranucleares (Enyedi et al., 2016). Estas regiones se distinguen con base en su
morfologia y composicion, encontrandose en movimiento constante, cambiando su
tamafo y forma, resultado del flujo y recambio de sus moléculas (Mohamad y Boden,
2010). Las actividades que desempenan las regiones intranucleares se ven determinadas
por la naturaleza de las moléculas que entran y salen de ellas. Entender la naturaleza de
este flujo de moléculas es fundamental para comprender la actividad del nucleo y es lo
que comprende el estudio de la dinamica nuclear (Nagata y Takeyasu, 2007). Las
regiones intranucleares se identifican como conjuntos de agregados moleculares,
morfolégicamente distintos, cuyos componentes se concentran de manera especifica de

acuerdo a sus funciones dentro del nucleo.

En los anos recientes, elucidar la composicién molecular de estos dominios ha sido uno
de los temas de mayor relevancia en el estudio de la bioquimica y biologia molecular de la
célula (Spector y Lamond, 2001). Sin embargo, no sélo se busca la descripcion de la
composicion de estos dominios, sino también comprender los mecanismos por los cuales
estas regiones interactuan entre si, abriendo paso al estudio del movimiento y recambio

de moléculas en el nucleo (Nagata y Takeyasu, 2007).




1.1. 1 Nucléolo

El nucléolo es la region intranuclear donde se lleva a cabo la sintesis del ARNr, su
procesamiento y ensamblaje en las subunidades ribosomales (Spector, 1993), y es
también la estructura mas prominente dentro del ndcleo. La mayoria de las células de
mamiferos contiene entre 1 y 5 nucléolos, cada uno con un diametro entre 0.5 y 5 ym
(Fatica et al., 2000).

1.1.1.1 Estructura del Nucléolo
El nucléolo se encuentra organizado en un arreglo concéntrico de cuatro tipos de
componentes (Tartakoff et al., 2022), los cuales definen su organizacion como se describe

a continuacion:

1. Las estructuras de los compuestos mayormente envueltos se llaman centros
fibrilares (FC).
2. El componente fibrilar denso (DFC), el cual rodea casi por completo a los FC. En

este componente se lleva a cabo la transcripcién del ARNr.

3. El componente granular (GC), el cual se encuentra en la region periférica del
nucléolo. Aqui se lleva a cabo la maduracion de las sub-unidades ribosomales.

4. La vacuola nucleolar

Generalmente en un nucléolo de células animales la regién GC ocupa el 75% del
volumen, el DFC el 17% y el FC un 8%. Un nucléolo tipico de plantas tiene una proporcion
de DFC mayor al 70% y de FC al rededor del 1%. La descripcion de los componentes del
nucléolo ha sido complicada ya que parece ocurrir una transicion gradual entre el DFC y
el GC. Algunos estudios con dextranos de diferente peso molecular muestran que el
nucléolo es permeable para macromoléculas de hasta 2000 kDa (Lafontaine et al., 2021).
Esto sugiere un modelo esponja en donde el interior de cada sub-compartimento es
penetrado por el nucleoplasma formando una red de canales nucleolares de diferentes

tamafos que proveen facil acceso a macromoléculas (Handwerger et al., 2005).

1.2. Generalidades de Fibrilarina
Fib es una metiltransferasa que cataliza la transferencia de un grupo metilo de la S-
adenosil metionina (SAM) al grupo 2’-hidroxi de la ribosa blanco en el pre-ARNr

(Lechertier et al., 2009). Dependiendo del organismo, la masa de Fib varia entre 34 y 38




KDa y fue originalmente descrita en el nucléolo de Physarum polycephalum (Shubina et
al., 2020).

Fib se localiza dentro del nucléolo, especificamente dentro del DFC y en las fronteras que
lo separan del FC donde participa en los primeros pasos de la transcripcion del pre-ARN
ribosomal (Btissame et al., 2019), formando parte del complejo U3 snoRNP (Aittaleb., et
al, 2004), responsable de la metilacién de los sitios especificos 2’-O- ribosa y de su

plegamiento (Amin et al., 2007).

1.2.1 Dominios de la Fibrilarina

Dominio GAR

El extremo N-terminal, compuesto de 80 residuos, comprende un sitio rico en glicina y
arginina, conocido como dominio GAR (Shubina et al., 2020). Este dominio es metilado en
sus residuos de arginina y es responsable de la interaccion con diferentes proteinas (Mei
et al., 2021). El dominio GAR esta ausente en la Fib de arqueas. En la figura 1.1 se
observa que el extremo N-terminal esta conformado por el dominio GAR que esta
delimitado con un bloque azul y la regién espaciadora que se muestra en una barra gris.
La funcion de una proteina se rige por su secuencia de aminoacidos que
comprende dominios y motivos. El tipo de dominio(s) que contiene una proteina
proporcionara las propiedades inherentes y, por lo tanto, influira en la ruta a la que
pertenece (Pawson y Nash, 2003).

La arginina es un residuo con carga positiva conocido por mediar en los enlaces de
hidrogeno y las interacciones amino aromaticas, y se encuentra con frecuencia en motivos
proteicos. Ademas, la arginina esta regulada por modificaciones postraduccionales y
agrega una complejidad interesante y biolégicamente relevante. Varios motivos
contienen argininas en repeticiones de secuencias RGG y RG que colectivamente
denominamos motivo RGG/RG. Estos motivos de arginina metilados a
menudo se denominan regiones ricas en glicina arginina (GAR) (Shubina et al., 2020).

En general, la caja RGG o dominio GAR actua como un dominio de unién a acidos
nucleicos con afinidad por estructuras de acidos nucleicos primarias y
secundarias y también han demostrado mediar en las interacciones proteina-proteina, en
este caso la metilacion de la arginina es un regulador bien conocido de estas
interacciones (Menon et al., 2004). Las proteinas que contienen dominios GAR estan

asociadas con varios procesos fisioldgicos, como la represion traduccional, la regulacion




de la apoptosis, la regulacion transcripcional, la senalizacion de dafios en el ADN y el
empalme del ARNm precursor (pre-ARNm), muchos de los cuales estan regulados, al
menos en parte, a través de la metilacion en arginina de estos dominios (Nissan et al.,
2010).

Fib tiene un dominio GAR, N terminal largo, con diversas combinaciones de repeticiones
de arginina-glicina-glicina (RGG) o arginina-glicina (RG) presente en eucariotas, pero no
en Archae (Shubina et al., 2020. La metilacion de arginina en el dominio GAR puede
regular la localizacién nuclear y nucleolar de Fib (Shubina et al., 2020). Por lo tanto, los
dominios GAR largos en Fib eucariotas podrian estar al menos parcialmente
correlacionados con nuevos requisitos de sub-compartimentacion en células eucariotas.
La Fib puede modular la actividad de otras proteinas que interactiuan con ella a través del
dominio GAR. Por ejemplo, se demostré que la sirtuina 7 (una proteina que es esencial
para la escision del pre-ARNr 45S) interactua fisicamente con Nop56 y el dominio GAR de
Fib (Sirri et al., 2019). Se ha demostrado ademas que el dominio GAR también esta

involucrado en la orientacion de Fib a nucleos y nucléolos.

Dominio Central o de union al ARN (RBM, de sus siglas en inglés)

Esta localizado en el centro de la proteina, se trata de una secuencia de alrededor de 90
residuos aminoacidicos que asemeja el dominio RBM de varios snRNPs, el cual junto con
el dominio C-terminal a-hélice constituyen un dominio similar a metiltransferasa que
cataliza la transferencia de un grupo metilo de la SAM. En la figura 1.1 se aprecia que el
dominio metiltransferasa esta compuesto por el dominio central (R) marcado con un
bloque morado y el dominio a- hélice marcado con un bloque amarillo. Dentro del dominio
central se encuentra el motivo RBM conformado por el octamero GCVYAVEF; a su vez,

las barras rojas marcan las zonas de unién especifica al ARN (Wang et al., 2012).

Dominio C-terminal rico en a-hélices

Compuesto por alrededor de 30 residuos, se considera que este dominio es el
responsable de la localizacion de Fib. Sin embargo, el destino final de Fib estara
condicionado, en ambos casos, por la presencia de las regiones de unién al ARN. La
presencia de las regiones de union al ARN parecen ser un prerrequisito para que Fib

pueda dirigirse a sus regiones intranucleares de manera correcta (Snaar et al., 2000).
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Figura 1.1. Representacion esquematica de la estructura y dominios de la Fibrilarina

(Modificado de Aquino et al., 2016).

1.2.2. Dinamica de fibrilarina entre el nucleolo y los cuerpos Cajales

Fib asi como otras proteinas nucleares es altamente dinamica, debido al flujo de
moléculas requeridas para el proceso de la biogénesis ribosomal. El estudio de la
dinamica de Fib se ha llevado a cabo marcando la proteina con proteina verde
fluorescente siguiendo la recuperacion de la fluorescencia después de experimentos de
foto-blanqueo (Dierley Keppeke et al., 2022). Las observaciones de dicho experimento
muestran un rapido intercambio entre la Fib en el nucléolo y el nucleoplasma, también
muestran ligeras diferencias cinéticas dependiendo de la localizacion de Fib bajo estas
condiciones, las moléculas de Fib estan presentes en Cuerpos Cajales (CB) y el nucléolo

solo por corto tiempo (Snaar et al., 2000).

Se ha propuesto que Fib funciona como un eslabén molecular entre los nucléolos y los
CB. Como se observa en la Figura 1.2, el movimiento de Fib en cuestion de segundos, a

través del nucleoplasma de los nucléolos hacia los CB y viceversa, sugiere que esta se




transporta entre ambas regiones mas de una vez durante su periodo activo (Gall, 2000).
Dicho transporte podria suceder después de cada acto funcional, por ejemplo, un suceso
de transcripcion o al terminar el procesamiento del pre-ARNr. Por otro lado, en la Figura
1.2 se esquematiza coémo Fib dispersa en el nucleoplasma se dirige al nucleolo donde se
concentra en mayor cantidad. Se observa que después de un evento de fotoblanqueo Fib
presenta tasas de recambio entre el nucléolo y las zonas circundantes (Snaar et al.,
2000).

Nucleoplasma

Fib
cB . \
Fib
- -
Regiones
nucleares

Figura 1.2. Esquema de la dinamica de localizacion de Fibrilarina entre el nucléolo, los

cuerpos de Cajal y otras regiones nucleares (Modificado de Aquino et al., 2016).

1.2.3. Funciones de la Fibrilarina

Fib esta implicada en el procesamiento y maduracion del ARNr al igual que en el
ensamblaje de ribosomas, la metilacion de histonas y se ha relacionado con el
movimiento del virus y la infeccion sistémica en las plantas (Li et al., 2017). Esto la asocia
a procesos de vital importancia como el desarrollo celular, la progresiéon viral, la
oncogénesis, el estrés celular, la muerte celular y por supuesto, la biogénesis de los

ribosomas (Marcel et al., 2013). Fib se encuentra directamente involucrada en diversos




procesos postranscripcionales como son el procesamiento del pre-ARNr, la metilacion del

pre-ARNr y el ensamblaje de los ribosomas.

La principal funcién conocida de Fib es la metilacién de la 2'-O-ribosa blanco del ARNry de
los ARN pequefos nucleares (snARN), sin embargo debido a que esta proteinatiene una
baja afinidad por el ARN se sugiere que forma complejos con otras proteinas formando asi

un snoRNP especifico para llevar a cabo la metilacién (Guillen-Chable et al., 2020).

Dicho complejo es dirigido por un snoARN guia que tiene la secuencia de la caja H/ACA, la
cual determina la especificidad por el ARN a modificar. Cada snoRNP contiene un snoRNA

de entre 70 a 600 nucledtidos y proteinas asociadas (Lechertier et al., 2009).

Fib también se ha relacionado con la progresiéon de diversas enfermedades virales y la
patogenicidad de varios agentes bacterianos. Los virus han evolucionado para utilizar la
magquinaria celular a su favor. Los virus de ADN ingresan al nucleo para replicar su
genoma utilizando los componentes nucleares de la célula (Chang et al., 2016). En el caso
de la mayoria de los virus de ARN, la replicacion se lleva a cabo en el citoplasma y su
interaccion con el nuacleo no es algo esperado. Sin embargo, se ha observado que algunas
proteinas de virus de ARN en efecto ingresan al nucleo, no para llevar a cabo la replicacion
de su genoma, sino para otros propositos en beneficio del virus, como la inhibicion de la
respuesta inmune, inhibicion de la apoptosis o la regulacién del ciclo celular (Sang et al.,
2007).

Se ha observado que, en el caso de algunos virus de cadena sencilla, de polaridad
positiva, el nucleo puede ser removido de la célula con ayuda de la citocalasina B y
después infectado y el virus se replicara con una eficiencia similar a las células con el
nucleo intacto. Sin embargo, una pequefia reduccion puede observarse en estas células, lo
que sugiere que el nucléolo no esta relacionado directamente en la replicacién de los virus

de ARN, pero afecta otros eventos en el ciclo viral (Sango et, al 2007).

En las plantas, el efecto de silenciamiento de la expresién de la Fib sugiere que esta
involucrada unicamente en el movimiento de los virus a larga distancia. Los virus son
capaces de generar proteinas de movimiento que pueden localizarse en el nucleo y co-
localizarse en el nucléolo donde se encuentra Fib. Algunas de estas proteinas pueden
interactuar directamente con Fib y se requiere de dichas interacciones para facilitar las

diferentes funciones de los virus. Estas proteinas pueden llegar al nucléolo donde se




encuentra Fib y reclutarla para poder llevar las proteinas virales al citoplasma tal como lo
hace ORF3 del virus GRV (Canetta et al., 2008).

1.2.4. Fibrilarina y Cancer

Las alteraciones en la funcidon nucleolar y la biogénesis de los ribosomas
tienen una asociacién notable con varias patologias importantes, como enfermedades
neurolégicas (enfermedad de Parkinson y enfermedad de Huntington) y fisiopatologias
cardiovasculares (isquemia, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio e hipertrofia de
cardiomiocitos). A finales del siglo XVIII, un patdlogo italiano, Giuseppe Pianese,
describié los nucléolos agrandados y mas numerosos como uno de los

primeros marcadores de cancer observados (Ruggero, 2012).

El pensamiento prevaleciente es consistente con el conocimiento de sentido comun de
que un tumor es un tejido que prolifera rapidamente y, por lo tanto, tiene una gran
demanda de produccién de proteinas que se satisface con un aumento del nimero de
ribosomas. Sin embargo, estudios mas profundos han revelado que el nucleo puede

estar involucrado en multiples aspectos de la oncogénesis y la progresion tumoral.

1.2.4.1. Fibrilarina y Cancer de Mama

Hallazgos recientes respaldan la idea emergente de que la desregulacién de la
biogénesis de los ribosomas en las células cancerosas no es solo una
consecuencia de la oncogénesis, sino que representa un paso clave en este proceso
complejo. La biogénesis de los ribosomas es un proceso de multiples etapas que implica
la regulacion transcripcional y postranscripcional y un estricto control de calidad para
producir ribosomas funcionales. Los primeros estudios en cancer de mama detallaron la
relevancia funcional entre la metilacion mejorada del ARNr y la biogénesis de los

ribosomas en relacion con la progresion de la enfermedad (Belin, 2009).

Mas recientemente, se informé mediante un analisis detallado de modelos de cancer
de mama humano y de ratén que habia aumentado la expresion de Fib. Ademas, la
eliminacion de Fib produjo efectos perjudiciales significativos sobre la
tumorogenicidad, lo que fortaleci6 aun mas las evidencias de la importancia de Fib

en el proceso de progresion del cancer (Gong, 2017).

1.2.4.2. Fibrilarina y Carcinoma Hepatocelular
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El carcinoma hepatocelular (HCC) es una de las principales causas de muerte por cancer
a nivel mundial. Se caracteriza por un rapido progreso y mal pronéstico. Weixin et al.
(2022) determinaron el grado de expresion de Fibrilarina en el HCC, analizando su
expresion en muestras de tejido de carcinoma hepatocelular y tejido hepatico normal. En
este caso la concentracion de ARNm de Fibrilarina en tejidos de HCC fue
significativamente mayor que en tejidos de higados normales (p < 0,001).

Los resultados de andlisis de supervivencia mostraron que la expresion alta de Fib se
correlacion6 positivamente con una supervivencia general mas corta. Los resultados
mostraron que, en comparacién con tejidos hepaticos normales adyacentes, la expresion
de Fibrilarina en términos de nivel de ARNm vy nivel de proteina en tejidos de HCC
estaba regulada al alza, y las diferencias eran estadisticamente significativas (Weixin et
al., 2022).

1.2.4.3. Fibrilarina y Cancer de Préstata

En el cancer de prostata, el agrandamiento y el aumento del numero nucleolar son
algunos de los primeros cambios morfoldgicos asociados con el desarrollo de lesiones
premalignas de neoplasia intraepitelial de prostata (PIN) y adenocarcinomas invasivos.
Para determinar la relevancia potencial de Fibrilarina para el cancer de préstata humana,
se evalud su expresion en muestras clinicas de pacientes con cancer de préstata. En
primer lugar, se aislé el ARN total de 21 tumores de prostata congelados frescos y pares
normales, y usando la técnica de PCR en Tiempo Real se encontré6 que Fib estaba
sobreexpresada en el nivel de ARNm en la mayoria de los casos analizados (Uemura et
al., 2012).

1.2.5. Filogenética de la Fibrilarina

La estructura 3D de varias Fib de Archaea y vertebrados animales (incluida la Fib
humana) han sido resueltas por rayos X y resonancia magnética nuclear, mostrando
dominios centrales muy similares entre arqueas y humanos. El dominio GAR no se
encuentra en las Fib de Archaea, lo que sugiere su incorporacion posterior en Fib
eucariotas durante la evolucion. Hasta la fecha, no se han detectado proteinas Fib en
bacterias. En eucariotas, la Fib forma un complejo de ribonucleoproteina con las proteinas
Nop56, Nop58 y un ARN nucleolar pequefio de caja C/D (snoRNA); este ultimo guia todo

el complejo hacia el ARNr objetivo para la metilacion (Pereira et al., 2020).
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Las proteinas Fib se han estudiado ampliamente en diferentes organismos modelo y ha
ganado atencién en la comunidad cientifica debido a sus funciones esenciales en la
supervivencia celular, la terapia del cancer, la tolerancia al estrés y la dinamica nucleolar
(Pereira et al., 2020).

Pereira y colaboradores en el 2020 proporcionaron una descripcion filogenética de las
proteinas Fib en el Arbol de la vida mediante el uso de 1049 genomas secuenciados

disponibles que abarcan virus, bacterias, arqueas, protistas, hongos, plantas y animales.

Rango de Colsres

| Dacteria lcnoos M Mrotozoos Aves
Arguess Plantas Peces 71 Mamiferos

Figura 1.3. Resumen de los grupos taxondmicos y distribucién de secuencias de
proteinas FIB a través de los tres dominios de la vida. Se buscaron secuencias de FIB en
un total de 1002 genomas de los tres dominios de la vida (212 Bacteria, 148 Archaea y
642 Eukarya). Las dimensiones del grafico no estan a escala. El numero de secuencias
FIB (barras moradas) por genoma analizado se agrupa segun los principales taxones en
un arbol filogenético de especies. Los circulos concéntricos indican el numero de

secuencias FIB (Modificado de Pereira et al., 2020).

El andlisis filogenético de 319 Fib de animales mostré6 una clara separacion entre

invertebrados y vertebrados y la agrupacion de genes por taxones principales. El hallazgo
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mas sorprendente fue en las Fib de mamiferos (casi todas las especies tienen dos Fib por
genoma) se dividieron en dos grupos principales. Uno de estos grupos corresponde a los
genes Fib clasicos (verde), y el otro a genes similares a Fib o Fib like (amarillo oscuro);
(Pereira et al, 2020) (Figura 1.4).

Figura 1.4. Analisis de sintenia de proteinas Fib animales. Arbol filogenético del total de
319 proteinas Fib detectadas en 257 genomas inspeccionados (195 Vertebrados y 62
Invertebrados). Se detectaron dos Fib presentes en mamiferos: Fib Clasica (se muestra
en verde) y Fib Like (se muestra en amarillo). (Modificado de Pereira et al, 2020).

A la fecha, a pesar de que se conoce la existencia de ambas variantes de Fib en
mamiferos, poco se conoce acerca de Fib Like. Todos los estudios que se han llevado a
cabo y que hablan de Fib no realizan una distincién entre ambos genes por lo que son
necesarios estudios funcionales que involucren a Fib Like. Existen diferentes técnicas que
pueden permitir una diferenciacién entre ambas variantes como puede ser la produccion

de anticuerpos (Acs) especificos.

1.3. Herramientas para la identificacion y caracterizacion de proteinas

1.3.1. Produccion de anticuerpos especificos
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Los Acs policlonales son un conjunto de Acs diferentes que se dirigen a muchos epitopos
dentro del mismo antigeno. Este tipo de Acs se diferencian porque son producidos por
diversos clones de células B. Por tanto, tienen afinidades y especificidades diferentes por
el antigeno. Estos se obtienen a partir de animales inmunizados, preferentemente
conejos. Sin embargo, también se pueden producir en cabras, vacas y cerdos. Se pueden
utilizar Acs especificos de diana para aislar e identificar moléculas de interés. Los Acs se
han convertido en una de las herramientas mas importantes en la investigacion de las
ciencias biologicas, ya que permiten la deteccion, cuantificacion y determinacion de
cambios en proteinas y otras moléculas con respecto al tiempo y otras perturbaciones
(Edfors et al., 2014). Para producir Acs policlonales, la inmunizacién con el antigeno diana
se realiza en el animal durante 3 a 8 meses mediante multiples inyecciones a lo largo de
este periodo. A veces, también se afiade al antigeno un adyuvante (Adyuvante completo
o incompleto de Freund) o péptidos inmunogénicos (albumina sérica bovina-BSA,
ovoalbumina-OVA) para mejorar la respuesta inmunitaria. Finalmente, las
inmunoglobulinas policlonales se purifican a partir de suero animal.

Dependiendo del antigeno que se use para crear el Ac, se pueden usar Acs policlonales
para identificar proteinas de alta homologia con la proteina inmundgena o para detectar la
proteina diana en muestras de tejido de especies distintas a la del inmundgeno. En la
misma linea, es especialmente importante cuando se trabaja con Acs policlonales
aprender tanto como sea posible sobre el inmundégeno que se ha utilizado para la
produccion del Ac policlonal y la posibilidad de reactividad cruzada no deseada dentro de
la muestra que se esta analizando. Los inmundgenos peptidicos se utilizan a menudo
para generar anticuerpos policlonales que se dirigen a epitopos unicos, especialmente
para familias de proteinas de alta homologia.

Los Acs policlonales suelen estar disponibles en formatos relativamente no purificados y
se denominan "antisuero" o simplemente "suero". El antisuero se refiere a la sangre de un
huésped inmunizado de la que se han eliminado las proteinas de coagulacién y los
glébulos rojos. El antisuero, como su nombre indica, todavia contiene Acs
/inmunoglobulinas de todas las clases, asi como otras proteinas séricas. Ademas de los
Acs que reconocen el antigeno diana, el antisuero también contiene Acs contra otros
antigenos que a veces pueden reaccionar de forma no especifica en ensayos

inmunolégicos. Por esta razon, el antisuero crudo a menudo se somete a pasos de
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purificaciéon, para eliminar las proteinas séricas y enriquecer la fraccién de
inmunoglobulina que reacciona especificamente con el antigeno diana.

Horowitz et al. (2001) estudiaron la localizacion neuronal de la proteina Parkin, una
proteina intracelular que desempefia un papel importante en la etiopatogenia del
parkinsonismo juvenil autosémico recesivo. Se observd un marcaje citoplasmico
consistente para Parkin en tejido de roedor incubado con un a Ac policlonal generado
contra la proteina Parkin humana y que tenia una secuencia de aminoacidos idéntica a la
de la rata. Kee et al. (2013) desarrollaron el primer Ac pan-fosfohistidina (pHis) utilizando
un mimético de pHis estable como hapteno. Este Ac se utilizd con éxito en ELISA,
transferencia Western, ensayos de transferencia puntual e inmunoprecipitacion y en la
deteccion e identificacion de proteinas fosforiladas con histidina a partir de lisados de
células nativas.

Por otra parte Liu et al. (1993) desarrollaron Acs para cada proteina de unién al factor de
crecimiento similar a la insulina (IGFBP). Con este objetivo, generaron Acs policlonales de
conejo contra IGFBP-2, -4, -5 y -6 de rata, utilizando fragmentos peptidicos sintéticos de
las IGFBP. Esto con el objetivo de estudiar la produccion de IGFBP en cultivos primarios
de células de rata. El uso de Ac; es por lo tanto una herramienta importante para analisis
sistematicos de distribucion celular y localizacion subcelular de proteinas a nivel celular
asi como para el estudio del comportamiento de la proteina de interés en presencia de

diferentes tipos de estrés (Berglund et al., 2008).

1.3.2. Localizacion celular de proteinas mediante microscopia de fluorescencia.

Las actividades funcionales de las proteinas se corresponden con su expresion subcelular
y sus interacciones moleculares complejas. La localizacion se puede demostrar
eficazmente con técnicas basadas en microscopia de fluorescencia o procedimientos de
fraccionamiento. Se puede lograr un amplio espectro de imagenes de fluorescencia
mediante el uso de proteinas indicadoras recombinantes. El descubrimiento de la proteina
verde fluorescente (GFP, de sus siglas en inglés) de Aequorea Victoria y sus analogos
posteriores ha revolucionado el estudio de las proteinas y su dinamica intracelular. Los
investigadores han aislado, caracterizado y modificado docenas de proteinas
fluorescentes de especies de medusas, corales y anémonas para satisfacer una variedad
de necesidades de investigacion. El resultado es un depdsito de proteinas fluorescentes

que varian en color, brillo, estabilidad y tiempo de maduracion (Casey et al., 2016).
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En la actualidad se utiliza GFP, SNAP-tag®), tintes fluorescentes o moléculas marcadas
con fluordforos (es decir, anticuerpos especificos de proteinas). Las células pueden
modificarse genéticamente para sobreexpresar dianas proteicas 0 componentes
reguladores de secuencias no codificantes, con fines tales como: determinar procesos
celulares fundamentales, mecanismos de enfermedades, terapia génica y respuesta a
terapias (Glory y Murphy, 2007). La etiqueta SNAP es una pequena proteina basada en
0O6-alquil-guanina-ADN-alquiltransferasa. Los Sustratos de etiquetas SNAP son derivados
de bencil purinas y bencil pirimidinas. En la reaccion de marcaje, el grupo bencilo
sustituido del sustrato se une covalentemente a la etiqueta SNAP. El uso de este sistema
consta de dos pasos: subclonacion y expresion de la proteina de interés como una fusién
SNAP-tag, y el etiquetado de la fusion con el sustrato SNAP-tag de eleccion (Glory y
Murphy, 2007).

Los sistemas de etiquetado de proteinas fluorescentes permiten que pequenas moléculas
se vuelvan fluorescentes cuando se unen a una pequefia secuencia peptidica insertada
genéticamente en la proteina diana de interés. Los avances en los sistemas de
fluorescencia genéticamente modificados y en la maquinaria éptica de microscopia han
convertido las imagenes en un método fundamental para la localizacién de proteinas (Lu
et al., 2018).

Nicolle et al. (2010) construyeron un plasmido replicativo que porta SNAP-26b bajo el
control del promotor trxB enddgeno de Porphyromonas gingivalis (patégeno periodontal
anaerobico que reside en la compleja biopelicula microbiana de multiples especies
conocida como placa dental). La proteina SNAP26 que expresa P. gingivalis se marco con
éxito con fluoréforos especificos en condiciones anaerébicas. La formacion de
biopeliculas de P. gingivalis se investigd utilizando células de flujo y microscopia de
barrido laser confocal. Kanda et al. (1998) fusionaron el gen de la histona humana H2B
con el gen que codifica GFP y se transfectd en células HeLa humanas para generar una
linea estable que expresa constitutivamente H2B-GFP. La proteina de fusion H2B-GFP se
incorpor6 a los nucleosomas sin afectar la progresion del ciclo celular. Utilizando
microscopia confocal, H2B-GFP permitié obtener imagenes de alta resolucion tanto de los
cromosomas mitéticos como de la cromatina en interfase, y esta ultima reveld varios

estados de condensacion de cromatina en células vivas.
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Mas especificamente para Fib, Guillen-Chable et al. (2020) generaron una linea celular
estable SNAP-tag-Fib empleando células Hela para llevar a cabo estudios de interaccién

con otras moléculas celulares como es el caso de PIP2.
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JUSTIFICACION

A pesar de que se conoce la existencia de ambas variantes de Fibrilarinas humanas
(Fibrilarina y Fibrilarina Like), los estudios que se han llevado a cabo hasta la fecha que
hablan de Fib no realizan una distincién entre ambos genes, por lo que se desconoce bajo
qué condiciones se expresa cada uno de estas, lo cual pudiera tener una implicacién
biolégica importante que nos permita entender la dinamica de respuesta celular ante
diferentes tipos de estrés.

HIPOTESIS

Fibrilarina y Fibrilarina Like presentan diferente localizacién en el nucleo celular.
OBJETIVO GENERAL

Estudio inicial comparativo entre Fib y Fib Like
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar las secuencias y estructuras de Fib y Fib Like

2. Obtener anticuerpos contra péptidos seleccionados para Fib y Fibrilarina Like

3. Clonar y expresar de manera recombinante la proteina Fib Like en bacteria y en
células U20S

4. Analizar la localizacion celular de Fib Like en células humanas
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CAPITULO I

CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. Analisis de la secuencia y estructura de Fib y Fib Like

Para analizar las secuencias de Fib y Fib Like se llevd a cabo el alineamiento de las
secuencias nucleotidicas empleando el programa informatico Clustal Omega version
2.0.12, las secuencias fueron tomas del NCBI (ID: 2091 e ID: 345630 para Fib Y Fib Like
respectivamente). Para comparar la estructura tridimensional de Fib y Fib Like se utilizo el
programa informatico UniProt release 2022_02. Este es un repositorio central de datos
gratuito sobre proteinas. Esto lo ha convertido en el recurso lider a nivel mundial en
cuanto al almacenamiento de informacién sobre proteinas. La mayoria de entradas
proviene de proyectos de secuenciacion del genoma, y se encuentran publicadas en

revistas cientificas

2.2. Sintesis y disolucion de los péptidos HsFib y HsFibLike

Los péptidos fueron sintetizados por la empresa Pepmic. Cada péptido fue centrifugado a
temperatura ambiente luego de ser abierto para compactar la muestra en forma de
“pastilla”, tal y como se recomienda previo a su reconstitucién. Los péptidos fueron

disueltos en 15% de acetonitrilo (ACN) y 85% de agua (Anexo 1).

2.3. Inmunizacién

En la presente investigacion se emplearon 2 conejos Nueva Zelanda machos de 3 meses
de edad. La via de administracién utilizada fue subcutanea y el inmundgeno se administré
con adyuvantes de aceite, Adyuvante Completo de Freund (FCA, de sus siglas en inglés)
(Sigma F5881) y Adyuvante Incompleto de Freund (FIA, de sus siglas en inglés) (Sigma
F5506) para utilizar el “efecto de almacén”, el cual protege el inmunégeno de su dilucion
degradacién por parte del hospedador. La Tabla 2.1 muestra los dias y dosis de

administracion del inmundgeno.
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Tabla 2.1 Calendario de Inmunizacién

Coleccion de suero . Sangrado previo a la inmunizacion (1
Dia -7
(control) mL)
R , Inmunizacién con 0.4 mg del antigeno
Inmunizacion inicial Dia 1
en FCA
1er Booster Dia 21 Inmunizacion con 0.2 mg del antigeno
en FIA
Coleccién de Suero Dia 35 Sangrado
2do Booster Dig 42 Inmunizacion con 0.2 mg del antigeno
en IFA
Coleccién de suero Dia 56 Sangrado
3er Booster Dia 63 Inmunizacion con 0.2 mg del antigeno
en IFA
Coleccion de suero Dia 77 Sangrado (50 ml)

2.4. Ensayo de Dot Blot

Para determinar la union de los péptidos recombinantes a los sueros colectados durante
la inmunizacion se llevé a cabo el ensayo Dot-blot (Fenoll et al., 1997). Para este ensayo
se utilizo el suero colectado de la ultima inmunizacién, el cual fue concentrado usando el
Kit Amicon® Ultra 0.5 mL Centrifugal Filters (Sigma, 36100101). El ensayo de Dot Blot se
realiz6 empleando concentraciones del péptido en el intervalo de: 5-20 pug y el suero en
una proporcion 1-200. Se utilizaron membranas de nitrocelulosa para inmovilizar los
péptidos, en este caso se empledé como control el péptido correspondiente a Histidina
(His). Las membranas se bloquearon con leche al 5% en PBS1X-Tween 0.1% durante 1h.
Posteriormente las membranas fueron transferidas a una solucion de leche al 3% en
PBS1X-Tween 0.1% y se anadié el anticuerpo primario (suero) durante toda la noche.
Posteriormente se realizaron lavados sucesivos y se adiciond el anticuerpo secundario
(anti-conejo) durante 1h.
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2.5. Extraccion de ADN y Amplificaciéon del gen de Fibrilarina Like

Para obtener el ADN de Fib Like se utilizaron dos muestras de ADN las cuales se usaron
como molde para la amplificacion del gen de interés. Las muestras de ADN eran
provenientes de células Hela (ADN1 y ADN2). El ADN total se extrajo usando el reactivo
Trizol siguiendo la metodologia del fabricante (Invitrogen, 15596026) (Anexo 2). La
secuencia nucleotidica de Fib Like se obtuvo de la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) con un total de 1005 pb (ID: 345630) (Anexo 3).
Una vez conociendo la secuencia se disefiaron los oligonucledtidos especificos para
amplificar el gen completo de Fib Like, utilizando el programa informatico OligoCalc,
(Tabla 2.2). De la misma forma se disefiaron oligonucleétidos adicionando los sitios de
restriccion especificos para sub clonar Fib Like en los vectores de expresion pET15b y
pSNAPf. Para esto se adiciona a cada oligonucledtido la secuencia de reconocimiento de
la enzima de restriccion Xhol y BamHI segun corresponda en el extremo Fw (5-3’) o Rv
(3'-5') (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Caracteristicas de los cebadores especificos para Fibrilarina Like

Nimero de Temperaiura
bases
allneamlento

(Fw) FioLike-PCR ATGAAG TCG GCC GCGAGC T 516°C
PCRFib Like {Rv) FibLike-PCR CTATTTGCT GCT GCT CTT GGG 21 51.2°C
Clonacisn de FibLike en  (Fu)pET15-FioLike- CTC GAG ATGAAG TCGGCC G 19 51.6°C
pET-15 Xhol
19 516°C
(RVPET15  FibLike- GGATCC TGC TGC TCT TGG G
BamHI
Clonacionde FibLike en  (Fu)FibLike-SNAP- TGGATCCATG AAG TCG GCC GCG 96 72.8°C
Snap BamHI AGCT
27 71.5:C
{RV)FibLike-SNAP- CTC GAG CTATTT GCT GCT GCT
Xhol CTT GGG

Posterior se realizé la reaccion de PCR para amplificar el gen de Fib Like bajo las
condiciones que se muestran en la Tabla 2.3. Para la electroforesis se utilizd gel de
Agarosa al 1.2% y se corrié a 100V durante 30min. Posteriormente se procedié a purificar
la banda obtenida del gel a través del Kit GeneJET Gel Extraction, siguiendo las

instrucciones del Fabricante (Anexo 4).
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Tabla 2.3. Condiciones de PCR para Fibrilarina Like

Condiciones de PCR

Namero de Ciclos 30

Temperatura de desnaturalizacién 95°C, 30 seg
Temperatura de alineamiento 58°C, 45 seg
Temperatura de Extension 72°C, 1 min 30s
Extension Final 72 °C, 10 min

2.6. Clonacion del fragmento de PCR en el vector pGem-T Easy

Una vez purificado el fragmento de PCR de Fib Like con la secuencia de reconocimiento
de la enzima Xhol y BamHI, este fue ligado al vector pGEM-T Easy (3015pb) (Promega,
A1360) (Anexo 5). Se realizé una reaccion de ligacién, usando ligasa T4 (Promega,
M179A) siguiendo las especificaciones que describe el fabricante. En un tubo Eppedorf de
1.5 mL, se anadieron 5uL de amortiguador de ligacion rapida 2X, 1uL del vector de
clonacion pGEM-T Easy, 1uL de producto de PCR purificado, 1uL de ligasa T4 y se ajusto
a un volumen final de 10 puL con agua libre de nucleasas. La mezcla fue homogenizada e
incubada a 4°C toda la noche. Posteriormente la ligacion fue transformada en células
competentes de E. coli DH5a (Anexo 6). Las células transformadas fueron sembradas en
cajas Petri con medio LB solido suplementado con ampicilina (100 ug/ml) e incubadas a
37°C durante 14 horas. Para verificar que la secuencia de Fib Like fue correctamente
ligada al vector se seleccionaron colonias y se transfirieron a un tubo con 3 mL de medio
LB con ampicilina, se incubaron a 37°C por toda la noche a 200 rom. Finalmente se hizo

la extraccion del ADN plasmidico (Birnboim y Doly, 1979) (Anexo 7).

.2.7. Sub-clonacion al vector de expresion pET-15b

Se llevé a cabo una subclonacion en el vector de expresion pET15b (5708 pb) (Novagen)
(Anexo 8), utilizando el vector previo denominado pGEM-Xhol-FibLike-BamHI. Para liberar
el fragmento de Fib Like de pGEM, este fue digerido con las enzimas Xhol y BamHI (6 pL
de amortiguador 10X, 20uL de pGEM-FibLike, 1uL de Xho |, 1uL de BamH | ajustado a un
volumen final de 60 pL con agua libre de nucleasas); y purificado a través del Kit
GeneJET Gel Extraction. Posteriormente el vector de expresion pET15b fue digerido

utilizando las mismas enzimas de restriccion. Finalmente se realizé6 una reaccion de
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ligacién (5 uL de amortiguador de ligacién rapida, 1 yL de pET15B linearizado, 3uL de
inserto de Fib Like liberado, 1uL de ligasa T4, ajustado a un volumen final de 10 pL). Una
vez hecha la reaccién de ligacion, esta fue trasformada en células competentes (Cohen et
al., 1972) de E. coli DH5a sembradas en placas con ampicilina, incubadas durante 14 h a
37°C. Se seleccionaron colonias, producto de la transformacion, para extraer el ADN
plasmidico. Posteriormente se transformaron cepas de E.coli BL21 utilizando el plasmido
que pET15B-FibLike.

2.8. Clonacion de Fibrilarina Like en el vector pJET1.2

Para determinar la dinamica de localizacién celular de Fib Like se ligd la secuencia del
gen en el vector de entrada pJET1.2 (2974pb) (Anexo 9) usando los oligonucledtidos con
las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI| y Xhol (Tabla 2.2).
El producto de la ligacion fue transformado en células de E. coli DH5a, sembradas en
placas con ampicilina e incubadas a 37°C por 14 h. Se seleccionaron colonias positivas,

las cuales fueron crecidas en medio LB liquido con ampicilina para extraer el ADN.

2.9. Subclonacioén en el vector de expresion pSNAPf

Se llevd a cabo una subclonacion en el vector de expresién pSNAPT (5849 pb) (Novagen,
N9183S) (Anexo 10), utilizando el vector obtenido previamente en pJET1.2, denominado
pJET1.2-BamH-FibLike-Xho. Para liberar el fragmento de Fib Like de pJET1.2, este fue
digerido con las enzimas BamHI y Xhol (6 uL de amortiguador 10X, 20uL de pGEM-Fib
Like, 1L de Xho I, 1uL de BamH | ajustado a un volumen final de 60 pL con agua libre de
nucleasas); y purificado por el Kit GeneJET Gel Extraction. Posteriormente el vector de
expresion pSNAPf fue digerido utilizando las mismas enzimas de restriccion. Finalmente
se realizé una reaccion de ligacién (5 pL de amortiguador de ligacion rapida, 1 pL de
pSNAPT linearizado, 3uL de inserto de Fib Like liberado, 1uL de ligasa T4, ajustado a un
volumen final de 10 uL). Una vez realizada la reaccion de ligacion, esta fue trasformada
en células competentes (Cohen et al., 1972) de E. coli cepa DH5 a sembradas en placas
con ampicilina, incubadas durante 14 h a 37°C. Se seleccionaron colonias, producto de la

transformacion, para extraer el ADN plasmidico.
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2.10. Cultivo de Células de Mamiferos

Las células U20S fueron incubadas 24 horas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®) enriquecido con 10% de suero fetal bovino a 37°C y 5%
de CO2. Después fueron sometidas a un tratamiento con tripsina para resembrarlas en
cajas de Petri para su mantenimiento. Las células se cambian de plato una vez que este
ha alcanzado del 80-90% de confluencia. Para los ensayos de microscopia en células que
serian transfectadas, se colocan cubreobjetos de vidrio para permitir que las células

crezcan sobre ellos en una monocapa.

2.11. Transfeccion estable de células U20S con la construccion Fib-Like-pSNAPf

La transfeccién se llevd a cabo empleando el vector de expresién en mamiferos pSNAPf
con el gen de Fib Like humana. En una caja de 60mm con un 80% de confluencia de
células U20S se realiz6 la transfeccion con 2 ug de DNA plasmidico y 12 pul de
polietilenimina (PEi). Transcurridas 48 horas post-transfeccion se les adicion6 5 ml de
medio con 1000 pg/ml de ampicilina y se incubd por 9 dias para evaluar la cantidad de
colonias positivas. Se lavo la caja de Petri con PBS, se tripsinaron las células y se cambid
a otra caja con medio nuevo con antibiético en la misma concentracion utilizada para la
seleccion. Para la visualizacién de la sefal se utilizé el reactivo rojo fluorescente SNAP-
Cell® TMR-Star.

2.12. Transfeccion transitoria de células U20S con la construccion Fib-pEGFP-C2

La transfeccion se llevd a cabo empleando el vector de expresion en mamiferos pEGFP-
C2 con el gen de Fib humana. La composicion de la mezcla de transfeccion consiste en 1
Mg de DNA plasmidico y 6 pl de PEi en 300 ul de medio optiMEM. La mezcla de
transfeccion se prepard en dos tubos eppendorf con 150 ul de optiMEM cada uno para
diluir el DNA y PEi en tubos separados, se mezclan ambos tubos, se pipetean
suavemente para mezclar y se incuba a temperatura ambiente (25°C), 15 minutos para
permitir la formacion de los complejos.

Las células U20S, previamente tratadas con tripsina, después de por lo menos 24 horas,
fueron colocadas en cajas de Petri con cubreobjetos redondos en el fondo y se les
adiciond la mezcla de PEi con el vector por goteo. Los cultivos de células en transfeccion
fueron incubados durante 24 y 48 horas a 37°C bajo una atmosfera de 5% de CO2
(Guillen-Chable et al., 2020).
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2.13. Analisis Microscopico de las Células U20S transfectadas.

La microscopia de campo amplio se realizé en un Leica DM6000 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania; cubos de filtro: DAPI (Ex: 360/40, Em: 470/40), FITC (Ex: 480/40; Em:
527/30) , TRITC (Ej: 546/12; Em: 600/40), Cy5 (Ej: 620/60; Em: 700/75)) utilizando un
objetivo HCX PL APO 100x/1,40-0,70 OIL, un Leica EL6000 con un HXP. Fuente de luz
Vis Hg de 120W/45C, liquido de inmersién tipo F (Leica Microsystems), una camara Leica
DFC350 FX y software Las X.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

3.1. Analisis Bioinformatico de Fibrilarina y Fibrilarina Like asi como de los péptidos
correspondientes.

Para llevar a cabo un andlisis de la estructura tridimensional de ambas variantes de Fib se
utilizé el programa informatico Uniprot (Fig. 3.1). Estos resultados evidencian que las
principales diferencias en cuanto a la orientacion en el espacio de ambas variantes de Fib
radican fundamentalmente en la seccién desordenada de esta proteina. Esta estructura
desordenada esta definida en gran medida por la secuencia de aminoacidos, que definen
la flexibilidad de la proteina y su capacidad de plegarse. Suelen estar formadas por una
mayor proporcidon de aminoacidos hidrofilicos, mientras que es poco frecuente que tengan
residuos aromaticos o aminoacidos hidrofébicos (Cuevas-Velazquez., 2011).

Estas caracteristicas son importantes para mantenerse sin estructura dentro de la célula.
La carga neta que pueden tener estas secciones, junto a la baja hidrofobicidad, hacen que
haya cierto grado de repulsion y un menor numero de interacciones hidrofébicas en
comparacion con las que hay en otras secciones de las proteinas, de forma que puedan

mantenerse sin estructura terciaria (Cuevas-Velazquez., 2011).
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Figura 3.1. Estructura Tridimensional de Fibrilarina y Fibrilarina Like obtenida a través de

la base de datos del programa bioinformatico Uniprot.

Al analizar el alineamiento de estas variantes llevado a cabo a través del programa
informatico Clustal Omega (Fig. 3.2) se observa que justo donde convergen las
principales diferencias en cuanto a secuencia se corresponde especificamente con el
dominio GAR, lo que se corresponde con lo reportado anteriormente en la literatura y que
ha sido ampliamente estudiado en Fib: confirmando que en este dominio se generan las
mayores variaciones en la secuencia y es por tanto la zona menos conservada dentro de

la misma.

29



CAPITULO I

#1b M 2GF SPRGEER G35 FGORECROGRFAF GEEREAGH- - - - - - - —mm - mn - - GFRGR | 43
Vibrilarins Like PSR4 S S REGOEEIRETS- - - - - - -CMISHGIGRCEEERNGEGEG0DC000BEGAFaIR | 53
~ (8] i # XEXI ENFEEN ] il;lllxl e W I:

#ip GREGHEEGEE- - - - - GHGHGACELESHIGIHRERERCEHSGUISEEVIMEPHEHESVFL | &8
Fibrilaring 1k ARGFGGGGACAGSSTIHIACEEC0RRGTV- - - AN SKSRARAANIVIVERHIHERUFT | 118

Eilarine §ake AL ] L 11T L ) L] T R T LI TL)
18 CRECEDALVTKNLY - GESVVGEKRYS ISEGDOK IEYRAMNPFRSKLAAAILOGVOQIHIE 157
ey 4 VEEAEDALUT LWPVEG)SVYGERRYTVTEGEVKQE YATIRPFREKLAMTLGEVDQIHIE 278
Libriliring Liks N BEREAE Fom EiEREAEEF--cRE @ BEF-RERNEERIRREIRRENEEEAES
#in POAKVLYLGAASETTVSHYSDIVERDGLVNAVEFSIRSCAOL THLAKKRTN: IVIEDSR 117
Fiirilaring Tike P SIVLYLEA - 557 TVSHVE DI I CPOGLWWAVEFSERAGROLVNVAKKRTHI ISVLEDAR. 229
@ CEdRR e EEEEERRRR R R R e e R R R R R R R
#ib P RHL LAV TP ADVAGPOOTRIVALNARTFLRNGEHFVISIKARCIDS TASAERY 377
Vihitrins 1 3ke HPLEYRELTGMY DN IFADVAGPOOSRIVALNAHTFLRNGGHFLISTRARCIDS TASAERY - 289
iy s is aa].l.l.l.la.l.----|JJ I.J.J.IJ.J.:  FERRNNSI ST ESER RN :-JJIIJ.II.J.--|--|JJJ.J
fin FASEVNMOGERPEQL TLEPYERCHAVWIWVAPRRNIOL- 30
Ficibirine Like $ASEVAKLOCENLKPOEQL TLEPYERDHAVIWVEVYRPLPRSSSE 333

BEEAE R R ER R R R B

Figura 3.2. Alineamiento de secuencias entre Fibrilarina y Fibrilarina Like empleando el
programa bioinformatico Clustal Omega. En rojo se enmarca el Dominio GAR donde se

muestran las mayores diferencias en cuanto a secuencia de aminoacidos.

Como se muestra en la Figura 3.3, es precisamente este dominio GAR la regién
desordenada de estas proteinas. Por lo tanto es en este dominio donde convergen las
principales diferencias en cuanto a secuencia de aminoacidos y en cuanto a estructura
entre ambas variantes de Fib y es justo en esta seccion donde se encuentran los péptidos
HsFib y HsFibLike que seran objeto de estudio de esta investigacién y a través de los
cuales se obtendran los anticuerpos que permitan diferenciar entre Fib y Fib Like. Estas
diferencias en cuanto a estructura y secuencia sera una herramienta importante para

garantizar que los anticuerpos que se produzcan sean realmente diferenciales.

30



CAPITULO I

__l&.l‘i Chiwmiak L. Paptiie Fig

2, : T
Fih Wethylranstepes actity

REH rrmn Peplide FiElk
.-'"'-. H“'-\.\,l'.
i{. l.':“.u |:l
Fib-Like |_J s T gy 1

-
— =
- ——

Figura 3.3. Analisis de las secciones desordenadas en Fibrilarina y Fibrilarina Like. (DOG
1.0: lllustrator of Protein Domain Structures). Las secciones intrinsecamente
desordenadas (IDR) de ambas proteinas corresponden al dominio GAR (amarillo), la
seccion con actividad de metiltranferasa (verde) y entre la seccién IDR/GAR y el dominio
con actidivad metiltransferasa se sefialan los péptidos HsFib y HsFibLike
correspondientes a Fibrilarina (aminoacido 74-87) y Fibrilarina Like (aminoacido 81-99)
respectivamente (sombreado con lineas azul). (Péptido HsFib: CRGGKRGNQSGKNVM;
Péptido HsFibLike: CRGGVAKSKSRRRKGAMVVS)

Es importante destacar que en funcion del tipo de ensayo que se va a realizar, la eleccion
del tipo de antigeno es crucial para la obtencion de anticuerpos funcionales. A la hora de
disefiar un buen antigeno peptidico es necesario prestar atencion a algunos parametros
para evitar, entre otras cosas, seleccionar epitopos que no estén expuestos en la proteina
nativa, y evitar posibles reacciones cruzadas con otras proteinas.

A continuacién se resumen una seleccion de los criterios mas importantes que se tuvieron
en cuenta para el disefio de los péptidos en la presente investigacion:

1.- Longitud de la Secuencia: Aunque en principio las secuencias muy cortas generan
anticuerpos con una mayor especificidad, es menos probable que esa secuencia se
encuentren expuestas en la estructura de la proteina nativa. Por el contrario, cuanto mas
larga sea la secuencia, menos especifico sera el anticuerpo resultante, pero aumentara la

probabilidad de que este reconozca la proteina nativa. Es por esto que se buscéd el
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equilibrio entre estos dos aspectos empleando péptidos de entre 15-20 aminoacidos que
es el tamafio recomendado para obtener anticuerpos de calidad.

2.- Exposicion de los Epitopos: Es importante que la secuencia peptidica que se va a
utilizar, se encuentre en una region expuesta y por lo tanto accesible de la proteina, lo
cual ya corroboramos anteriormente. Estas secuencias expuestas son generalmente ricas
en aminoacidos hidrofilicos, forman parte de los extremos N o C terminal y sin estructura
secundaria definida.

3.- Conjugacion a Carriers: Sabemos que estos péptidos son demasiado pequefos para
inducir una respuesta inmune por si mismos por lo que es necesario conjugarlos a un
transportador capaz de estimular las células inmunoldgicas e inducir una respuesta. Los
péptidos HsFib y HsFibLike tienen conjugados la proteina acarreadora Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH) con el fin de activar la respuesta inmune debido a la gran distancia
filogenética que tiene con proteinas de vertebrados. KLH es una metaloproteina grande,
multisubunidad, transportadora de oxigeno que se encuentra en la hemolinfa de la lapa
californiana gigante de Megathura crenulata, Por lo tanto es una proteina de alto peso
molecular de aproximadamente 390,000 Daltons, altamente inmunogénica y muy distante
desde el punto de vista filogenético de humanos lo que garantiza una respuesta de
calidad.

4.- Residuos: Respecto a los aminoacidos que componen la secuencia fue necesario
afiadir una cisteina en el extremo para su correcta conjugacion al transportador, asi como
evitar las cisteinas internas dentro de la secuencia y evitar multiples serinas, prolinas y
glutaminas para evitar la formacién de puentes de hidrégeno entre péptidos.

En la Figura 3.4 se muestra un analisis de la composicién o naturaleza de los
aminoacidos que componen la secuencia de ambos péptidos: HsFib y HsFibLike. Se
conoce que hay aminoacidos que aumentan el nivel de desorden. Aminoacidos polares
aparecen con mayor frecuencia en estas secciones sin estructura (Ala, Arg, Ser).
Ademas, estas secciones desordenadas también tienen con mayor frecuencia Gly y Pro,
que hacen menos estables las estructuras terciarias, mientras que los aminoacidos

aromaticos son menos frecuentes
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Figura 3.4. Analisis de los péptidos HsFib y HsFibLike teniendo en cuenta la naturaleza
de los aminoacidos que componen la secuencia. Ambos péptidos estan compuestos en su
mayoria por aminoacidos polares o hidrofilicos que garantizan precisamente que sean

regiones expuestas dentro de la secuencia de la proteina.

Ambos péptidos cumplen con las caracteristicas necesarias que definen a un buen
antigeno peptidico: Longitud de la secuencia de 10-20 aminoacidos, exposicion de
epitopos a través de aminoacidos hidrofilicos que garanticen que sean regiones
expuestas dentro de la estructura tridimensional de la proteina y ademas llevan
conjugados una cisteina en el extremo N-terminal para que pueda unirse facilmente a
través de puentes disulfuro a carriers que potencien la respuesta inmunolégica. Ademas
de esto, se comprob6é a través del programa informatico NCBI-Blast que en Homo
Sapiens ambos péptidos solo muestran alineamiento con sus correspondientes variantes
de Fib lo que demuestra al menos empiricamente que no debe existir una reaccion
cruzada entre la respuesta de anticuerpos que desencadenen cada uno de estos
(Fig.3.5).
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Figura 3.5. Analisis mediante NCBI-Blast de la homologia entre los péptidos HsFib y
HsFibLike con proteinas humanas. Se demuestra que cada péptido solo muestra
homologia con su correspondiente variante de Fib y que no existen alineamientos

cruzados entre estos.

3.2. Obtencioén y procesamiento de anticuerpos policlonales en conejos

Los Acs poseen una estructura basica simétrica e independiente de su especificidad
antigénica, con un peso molecular aproximado de 150 kDa. Estructuralmente los Acs
constan de cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas simétricas con un peso
molecular de entre 55 y 70 kDa, y dos cadenas ligeras con un peso molecular de 25 kDa
e igualmente idénticas entre si (Edfors et al.,, 2014). Para identificar y analizar la
integridad de los Acs generados, con sus correspondientes cadenas pesadas y ligeras se
corrieron los sueros obtenidos durante las inoculaciones con los péptidos de HsFib y
HsFibLike en un gel de acrilamida como se muestra en la Figura 3.6. Se comprobdé la
integridad de las cadenas de los anticuerpos generados, con cadenas pesadas

aproximadamente de 50 KDa y cadenas ligeras de aproximadamente 30 KDa.
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Figura 3.6. Analisis por SDS-PAGE los sueros obtenidos luego de la inoculaciéon con los
péptidos HsFib y HsFibLike. M: Marcador de Peso Molecular (Precision Plus Protein,
Biorad, Num Cat: 1610374S). 1: Suero Preinmune. 2: Suero luego de la segunda

inmunizacion. 3: Suero luego de la cuarta inmunizacion. 4: Suero Final.

3.2.1 Ensayo de Dot Blot

Para comprobar la especificidad de los Acs obtenidos se llevé a cabo un ensayo de Dot
Blot, en el cual se inmoviliz6 en membranas de nitrocelulosa el péptido HsFibLike con
concentraciones en el intervalo de 5-20 ug (Fig. 3.7). Las membranas se incubaron con
los sueros finales concentrados luego de la inmunizacion con HsFib y HsFibLike
empleando una proporcién 1:200. Como control negtivo se utilizd el péptido

correspondiente a Histidinas (His) 5ug.
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Figura 3.7. Resultado del ensayo de Dot Blot empleando diferentes concentraciones del
péptido HsFibLike. A: Membrana de nitrocelulosa incubada con el suero final
correspondiente a la inmunizacion con el péptido HsFib (1:200). B: Incubado con el suero
final extraido correspondiente a la inmunizacién con el péptido HsFibLike (1:200).

Histidina como control negativo.

Este resultado demuestra que el péptido HsFibLike es reconocido por los anticuerpos
especificos que fueron obtenidos a través de la inmunizacion con este y no por los
anticuerpos que se obtienen luego de la exposicion al péptido HsFib. Esto demuestra que
los anticuerpos son especificos contra Fib Like y que no presenta reactividad cruzada con
Fib. Lo que resulta realmente importante en la busqueda de herramientas que permitan

diferenciar entre ambas variantes de Fib.

3.3. Obtencion de Fibrilarina Like recombinante

Con el objetivo de generar la proteina Fib Like recombinante primeramente se realizo la
reaccion de PCR del gen de interés. La Figura 3.8 muestra el resultado de la reaccién de
PCR para Fib Like, utilizando los oligonucleétidos con los extremos para las enzimas de
restriccion Xhol y BamHI (Tabla 2.2). Para la electroforesis se utilizé gel de agarosa al

1.2% y se corrié a 95 V durante 30min.
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Figura 3.8. Electroforesis en gel de agarosa de la Reaccién de PCR del gen que codifica

para Fibrilarina Like empleando los oligonucleétidos con los extremos para las enzimas de
restriccion Xhol y BamHI. M: Marcador de Peso Molecular (1Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen, Num Cat: 10787018/10787026). 1 y 2: Reaccion de PCR para Fibrilarina Like.

En rojo la banda correspondiente a Fibrilarina Like: aproximadamente 1005pb.

El producto de PCR se purificé empleando el GeneJET Gel Extraction Kit. La Figura 3.9
muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la reaccion de purificacion
con el objetivo de comprobar dicho procedimiento. Se observa solo una banda
correspondiente con el peso molecular de Fib Like (1005pb). Se garantiza el

procedimiento idéneo de purificacion.
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Figura 3.9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Purificado de Fibrilarina Like con los
extremos para las enzimas de restricciéon Xhol y BamHI. M: Marcador de Peso Molecular
(1Kb, Invitrogen). 1 y 2: Purificado de Fibrilarina Like. Con los extremos para Xhol y
BamHI.

El producto purificado se ligd al vector de expresién pGEMT-easy. La Figura 3.10 (A)
muestra una representacion in silico del fragmento de Fib Like en el vector pGEM-Teasy
empleando el programa informatico Sanpgene viwer. La reaccion de ligacion se
transformo en células competentes de E.coli DH5a. Se seleccionaron colonias positivas y

se extrajo el plasmido por medio de minipreps (Fig. 3.10 B).
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Figura 3.10. A) Representacion esquematica de Fibrilarina Like ligada al vector pGEMT-
easy (SnapGene_viewer 7.0.2). La construccion con un total de 4034pb. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 1% correspondientes a ADN plasmidico (pGem-FibLike) extraido. M:
Marcador de Peso Molecular (1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, Num Cat:
10787018/10787026). 1 y 2: DNAp pGem-FibLike. Las bandas se observan a la altura de
los 4000pb lo que se corresponde con el tamaro del vector (3015pb) y en adicion, el gen
de interés (1005pb).

Luego de la extraccion de ADN plasmidico (pGem-FibLike) de las células DH5q, este se
digirio con las enzimas Xhol y BamHI con el objetivo de comprobar que estuviera presente
el inserto correspondiente a Fib Like para su posterior purificacion y ligacion al vector de
expresion pET-15b. La Figura 3.11 muestra el resultado de la digestibn de ADN

plasmidico, en comparacion con la muestra sin digerir.
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Figura 3.11. Electroforesis en Gel de agarosa al 1% correspondiente a ADN plasmidico
pGem-FibLike antes y después de la digestion con las enzimas de restriccion Xhol y
BamHI. M: Marcador de Peso Molecular (1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, Num Cat:
10787018/10787026) 1: DNAp sin digerir. 2, 3 y 4: Reaccién de digestion del DNAp
pGem-FibLike con las enzimas Xhol y BamHI. Fragmento de aproximadamente 1000pb,
correspondiente a Fib Like.

Esto comprueba que el inserto correspondiente a Fib Like estaba presente en el vector
pGEM. Posteriormente se procedio a purificar el fragmento obtenido del gel de agarosa
para su posterior ligacion al vector de expresion pET-15b. La Figura 3.12 (A) muestra una
representacion in silico del inserto de FibLike purificado, insertado en el vector de
clonaciéon pET15-B empleando el programa informatico Sanpgene viwer. Figura 3.12 (B)
muestra el resultado de la digestién de ADN plasmidico pET15-B-FibLike, en comparacion

con la muestra sin digerir, esto se realizé con el objetivo de comprobar si estaba presente
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el inserto de Fib Like en el vector pET-15b para la posterior transformacién en células

competente de E. coli BL21. Se observa un fragmento liberado de aproximadamente
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Figura 3.12. A) Representacion esquematica de Fibrilarina Like ligada al vector pET15-B.
(SnapGene_viewer_7.0.2). La construccion con un total de 6714pb. B) Electroforesis en
gel de agarosa al 1% correspondiente a ADN plasmidico pET15B-FibLike antes y después
de la digestion con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI. M: Marcador de Peso
Molecular (1Kb, Invitrogen). 1: DNAp pET15B-FibLike sin digerir. 2 y 3: DNAp pET15B-
FibLike digerido con Xhol y BamHlI.

3.4. Generacion del vector con Fibrilarina Like y la etiqueta SNAP

El gen que codifica para Fib Like se amplific6 mediante PCR utilizando los sitios de
restriccion de las enzimas Xhol y BamHI (Fig. 3.13 B) visualizandose un fragmento de
1000pb correspondiente a Fibrilarina Like. El producto purificado se ligé al vector de
expresion pJET1.2.
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Figura 3.13. A) Representacién esquematica de Fibrilarina Like ligada al vector pJET1.2.
(SnapGene_viewer_7.0.2). La construccion con un total de 3992pb. B) Electroforesis en
gel de agarosa 1% M: Marcador de Peso Molecular (100pb, Ladder). 1 y 2: Resultado de

PCR de Fibrilarina Like utilizando los sitios de restriccion de las enzimas Xhol/BamHlI.

El producto de PCR se purificé y se ligd al vector de clonacion pJET1.2. La Figura 3.13 A
muestra una representacion in silico del inserto de Fib Like purificado, insertado en este
vector de clonacién empleando el programa informatico Sanpgene viwer. Posteriormente,
células competentes de E. coli DH5a fueron transformadas con el producto de ligacion y
sembradas en placas con ampicilina para su incubacién durante 24 horas a 37°C. Se
seleccionaron colonias, producto de la transformacioén, para extraer el plasmido por medio
de minipreps. Se realizo la digestion con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI y se ligé
al vector de expresion pSNAPf. La Figura 3.14 A muestra una representacion in silico del
inserto de Fib Like purificado, insertado en este vector de expresidon empleando el

programa informatico Sanpgene viwer.
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Figura 3.14. A) Representacion esquematica de Fibrilarina Like ligada al vector pSNAPT.
(SnapGene_viewer_7.0.2). La construccion con un total de 6845pb. B) Electroforesis en
gel de agarosa luego de la extraccion de FibLike-pSNAPf en comparacion con el plasmido
sin el inserto. M: Marcador de Peso Molecular (1Kb). 1: Plasmido solo. 2,3,4,5 y 6:
Minipreps de FibLike-pSNAPT .

Células competentes de E. coli DH5a fueron transformadas con el producto de ligacién y
sembradas en placas con ampicilina para su incubacién durante 24 horas a 37°C. Se
seleccionaron colonias, producto de la transformacién, para extraer el plasmido por medio
de minipreps (Figura 3.14 B). Las bandas correspondientes a la extraccién (carril 2-6) se
encuentran a la altura de las 7000pb lo que se corresponde con el vector pSNAPf
(5849pb) y Fib Like (1005pb).
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3.5. Localizacién celular de Fibrilarina Like en células humanas.

Para determinar la localizacion en células humanas de Fib Like se transfectaron de
manera estable células U20S con la construccién Fib-Like-pSNAPf y de manera transitoria
con la construccion Fib-pEGFP-C2. Debido a que ya se conoce la localizacion de Fib, esto
pudiera servir como una herramienta predictiva y comparativa de la localizacion que
pudiera tener en la célula Fib Like. Los resultados de microscopia obtenidos se muestran

en la Figura 3.15. Se observa una sefial especifica para Fib (verde) y Fib Like (rojo).
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Figura 3.15. Transfecciones en lineas celulares estables FibLike-pSNAPf con
transfecciones transitorias de Fib-pEGFP-C2 luego de 24 h de incubacion (A) y 48 h de
incubacion (B).

El perfil de intensidad y localizaciéon de las sefiales correspondientes a FibLike-SNAP es
equiparable con el de Fib-GFP. Los picos de intensidad muestran un comportamiento
similar. La sefial correspondiente a ambas variantes de Fib se localiza dentro del nucleo,
lo cual se corresponde con el comportamiento descrito para Fib, el cual parece ser
atribuible también a Fib Like.
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CAPITULO IV

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

4.1. DISCUSION

En general, la secuencia de aminoacidos y la estructura secundaria de Fib estan muy
conservadas, pero el grado de homologia es diferente en los dominios principales de la
proteina. Las secuencias de aminoacidos de los dominios de metiltransferasa de casi
todas las Fib estudiadas comparten un alto grado de homologia; sin embargo, los
dominios GAR varian considerablemente en los eucariotas (Shubina et al., 2016).

Las proteinas Fib se han estudiado ampliamente en diferentes organismos modelo y han
ganado atencion en la comunidad cientifica debido a sus funciones esenciales en la
supervivencia celular, la terapia del cancer, la tolerancia al estrés y la dinamica nucleolar
(Shubina et al., 2018). Por lo tanto el estudio de Fib es relevante debido a su papel vital
en el mantenimiento de la homeostasis celular y muchas funciones especificas (Pereira et
al., 2020). Las investigaciones basadas en analisis evolutivos muestran una division de
dos Fib diferentes en mamiferos (Fib y Fib Like). Esto resulta de gran importancia ya que
existe una gran cantidad de investigacion sobre la Fib humana y algunas de las funciones

que hoy son atribuibles a Fib pueden estar involucrando a Fib Like.

4.1.1. Obtencion de anticuerpos especificos contra Fibrilarina y Fibrilarina Like

Con la presente investigacion se logré obtener Acs para cada uno de los péptidos
especificos correspondientes a Fib y Fib Like, esto constituye un aporte valioso teniendo
en cuenta que actualmente no existen anticuerpos comerciales que puedan distinguir
entre las dos proteinas paralogas. Por lo tanto, es pertinente definir el rol especifico de
cada una de estas proteinas en células de mamiferos, lo cual se lograria con mas
estudios funcionales sobre Fib Like, de la cual no existe informacién publicada hasta la
fecha. Todos los estudios realizados hasta el momento y que se basan en Acs no logran
hacer una distincion entre ambos genes.

Los anticuerpos policlonales se utilizan ampliamente con fines de investigacién en
muchas areas de la biologia, como inmunoprecipitacién, histoquimica, ensayos inmuno-
absorbentes ligados a enzimas (ELISA), diagndstico de enfermedades y western blots.
Tipicamente, el sistema inmunoldgico de un animal generara un gran grupo de Acs que
reconocen varios epitopos de un antigeno particular (Mehreen et al., 2021).

En el presente estudio se emplearon conejos como modelo experimental para la

produccion de Acs policlonales. Esto se corresponde con reportes previos que sefialan a
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este, como el animal mas utilizado para la produccion de estos Acs, ya que es facil de
manipular, sangrar y produce un volumen adecuado de antisuero de alto titulo y alta
afinidad. En un sangrado tipico, el rendimiento debe ser de aproximadamente 250 mg de
Ac;s policlonales.

Si bien es cierto que en la practica, los conejos hembra se utilizan con mayor frecuencia
debido a su docilidad, en este estudio se emplearon conejos machos para la produccién
de Acs, lo cual resulta igualmente una correcta estrategia, teniendo en cuenta que varios
estudios sugieren que la variable de género en este caso no tiene un impacto significativo
en el resultado final, basta con poseer personal capacitado para la adecuada

manipulacién del animal en estudio (Hutu et al., 2019).

4.1.2. Obtencion de la proteina Fibrilarina Like Recombinante

El estudio de las proteinas o su uso en aplicaciones biotecnoldgicas requiere a menudo
su aislamiento de otros componentes celulares. La purificacion se puede realizar a partir
de la fuente natural de proteina; sin embargo, este enfoque suele resultar engorroso e
ineficiente para la mayoria de ellos. La secuencia codificante de la proteina de interés
puede insertarse en un vector de expresion apropiado y transformarse en un huésped
procariotico, tal como la bacteria E coli (Rosano et al., 2019).

El uso de E. coli como fabrica de células microbianas para producir proteinas
recombinantes reduce los costos de produccion y mejora el rendimiento. Hoy en dia, en E.
coli se producen muchas proteinas de interés comercial. En el laboratorio, la produccion
recombinante de proteinas en E. coli es el método de eleccion para su estudio estructural
y funcional (Gopal y Kumar, 2013).

Desde la clonacion de genes hasta la purificacion de proteinas, las herramientas celulares
y moleculares necesarias en todos los pasos del proceso son ampliamente accesibles y
hay muchas alternativas disponibles. Aun asi, no es infrecuente no poder obtener una
proteina recombinante funcional, debido a la toxicidad de la proteina para el huésped o a
la agregacion en cuerpos de inclusion. Es por eso que existe un interés continuo en
enfoques novedosos que optimicen la produccion de proteinas recombinantes en E. coli
(Overton, 2014).

En medio de la revolucion biotecnolégica ocurrida en las ultimas décadas del siglo XX,
diferentes lineas de E. coli fueron probadas por sus caracteristicas en el produccion de

proteinas recombinantes. Surgi6 la linea B como ganadora dadas sus caracteristicas mas
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destacadas, dentro de esta, la BL21, se ha convertido en el anfitrién preferido para la

produccion de proteinas recombinantes (Rosano et al., 2019).

Hoy en dia, muchas empresas de biotecnologia ofrecen diferentes tipos de cepas de E.
coli genéticamente alteradas segun la idoneidad de la expresion de genes extrafios pero
la cepa BL21 es la opcidn preferida para la expresion debido a la ausencia de dos
proteasas principales (Gopal y Kumar, 2013). La secuencia que codifica la proteina de
interés generalmente es clonada en un plasmido de expresion. El plasmido debe contener
al menos un promotor, un sitio inicial de traduccién., un marcador seleccionable vy
elementos de replicacién. Ademas, el vector puede contener otros elementos genéticos
para facilitar la deteccion, purificacién o solubilizacién de la proteina, como secuencias
que codifican para etiquetas de afinidad (Overton, 2014).

Los vectores pET con etiqueta de 6 histidina (His tag) como el pET-15b, suelen ser la
primera opcion para obtener proteina recombinante porque His es una etiqueta de
afinidad mas pequefia con altos niveles de expresién debido a la presencia de un
promotor fuerte y la disponibilidad de promotores robustos. Tomando en consideracion lo
antes mencionado podemos decir que es beneficioso, y una buena eleccion utilizar el

vector pET-15b y E. coli como huésped para la produccion de la proteina deseada.

4.1.3. Localizacién de la Fibrilarina en células humanas

En cuanto a la localizacion y el comportamiento dinamico de Fib en células humanas, este
ha sido ampliamente estudiado. Snaar et al. (2000) estudiaron mediante transfeccién
transitoria de células humanas tanto células U20S como células HeLa con un plasmido
que codifica Fib fusionada con Proteina Verde Fluorescente (GFP, de sus siglas en
inglés). Los patrones de distribucion de Fib-GFP se registraron mediante microscopia de
fluorescencia después de 4—48 h. Los resultados mostraron que Fib-GFP estaba presente
en cada uno de los puntos de tiempo tanto en nucleolos como en CB.

En la presente investigacion empleamos la linea celular U20S. Esta fue una de las
primeras lineas celulares derivadas del cancer descritas. Se obtuvo de un sarcoma 6seo
moderadamente diferenciado de la tibia de una nifia de 15 afios en 1964. La linea celular
se designo originalmente como '2T' y se cree que es una de las primeras lineas celulares
humanas derivadas de un tumor mesenquimatoso.

Esta linea celular U20S es cromosdmicamente aberrante con un cariotipo poliploide. De

acuerdo con la literatura, la linea celular secreta una proteina 2 similar al factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), expresa los receptores del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF) y responde a la adicion de IGF-I y Il con un aumento
en la sintesis de ADN.

Nuestros resultados se corresponden con lo que se ha descrito para Fib y ademas los
ensayos de microscopia para Fib Like revelaron que esta presenta una localizacién similar
a lo que se ha reportado anteriormente para Fib. Se ha propuesto que Fib funciona como
un eslabon molecular entre el nucleolo y los CB. Algunos autores incluso sugieren la
existencia de mecanismos de retencién en compartimentos especificos para las proteinas
del nucleolo y los CBs debido a la naturaleza de las interacciones que pueden tener sus

dominios (Snaar et al., 2000).

50



CAPITULO IV

4.2. CONCLUSIONES GENERALES

-Se obtuvieron anticuerpos especificos contra los péptidos HsFib y HsFibLike
correspondientes a Fib y Fib Like respectivamente

-Se generaron vectores de expresion de FibLike recombinante para E.coli y células
humanas.

-Los ensayos de microscopia muestran una localizacion para Fib Like comparable con la

localizacion que tiene Fib en células humanas

4.3. PERSPECTIVAS

-Determinar la actividad de Fib Like en células cancerigenas, células infectadas por virus
0 expuestas a otro tipo de estrés.

-Caracterizar los ARN guias de Fib Like y sus procesos celulares

-Determinar la interaccion de Fib Like con diferentes proteinas, lipidos y otros mensajeros

celulares.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica y método de dilucion de los péptidos HsFib y HsFibLike
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN con Trizol
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Anexo 3. Secuencia nucleotidica del Cromosoma 5 de Homo Sapiens donde se
encuentra el gen que codifica para Fibrilarina Like marcado en azul (obtenido de la base
de Datos del NCBI).
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Anexo 4. GeneJET Gel Extraction Kit

El kit de extraccion de gel Thermo Scientific GeneJET esta disefiado para la purificacion
rapida y eficaz de fragmentos de ADN extraidos de geles de agarosa estandares o de
punto de fusién bajo en tampon TAE o TBE. El kit emplea una tecnologia patentada de
membrana a base de silice en forma de una practica columna de centrifugado. Se puede
utilizar para purificar fragmentos de ADN de tamafos comprendidos entre 25 pb y 20 kb
con recuperacion de hasta el 95 %. Todas las columnas de purificacion GeneJET
disponen de una capacidad de unién de hasta 25 ug de ADN y pueden procesar hasta 1 g
de gel de agarosa. El procedimiento completo dura solo 15 minutos y el ADN aislado esta
listo para usarse en todas las aplicaciones posteriores comunes, incluyendo ligadura,

digestién de restriccion, PCR, secuenciacion y etiquetado.
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Protocolo de extraccion.

Paso

Procedimiento

1

Corte la rebanada de gel que contiene el fragmento de ADN usando un bisturi
limpio 0 una hoja de afeitar. Corte lo mas cerca posible del ADN para minimizar
el volumen del gel. Coloque la rodaja de gel en un tubo de 1,5 ml previamente

pesado y pese. Registre el peso de la porcion de gel.

Agregue un volumen 1:1 de Binding Buffer a la porcion de gel (volumen: peso)
(por ejemplo, agregue 100 pyL de Binding Buffer por cada 100 mg de gel de

agarosa).

Incubar la mezcla de gel a 5060 °C durante 10 minutos o hasta que la porcién
de gel esté completamente disuelta. Mezclar el tubo por inversién cada pocos
minutos para facilitar el proceso de fusion. Asegurese de que el gel esté
completamente disuelto. Agitar brevemente la mezcla de gel antes de cargarla

en la columna.

Transfiera hasta 800 yL de la solucién de gel solubilizada (del paso 3) a la
columna de purificacion GeneJET. Centrifugar durante 1 min. Deseche el flujo y

coloque la columna nuevamente en el mismo tubo de recoleccion.

Agregue 700 pL de tampodn de lavado a la columna de purificacion GeneJET.
Centrifugar durante 1 min. Deseche el flujo y coloque la columna nuevamente

en el mismo tubo de recoleccion.

Transfiera la columna de purificacion GeneJET a un tubo de microcentrifuga
limpio de 1,5 ml (no incluido). Agregue 50 pL de tampdn de elucion al centro de

la membrana de la columna de purificacion. Centrifugar durante 1 min.

Deseche la columna de purificacion GeneJET y almacene el ADN purificado a
20 °C
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Anexo 5. Esquema del plasmido pGEM-T Easy (3015pb)

pGEM®-T Easy Vector Circle Map and Sequence Reference Points

pGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:
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Anexo 6. Transformacion de células de E. coli DH5a

Las células termocompetentes de E. coli DH5a son una cepa versatil que se utiliza para
aplicaciones generales de clonacién y subclonacion. Generan alta estabilidad del inserto
con una eficiencia de transformacion alta. En la etapa de transformacion, se afadieron 5
ML de la reaccién de ligacion en 200 pyL de células competentes de E. coli DH5a y la
mezcla se mantuvo en hielo por 5 min. Después el choque térmico se llevé a cabo a 42° C
por 90s. Se le afiadié 500 yL de medio LB sin ampicilina y se incubé a 37° C por una hora
con una agitacion constante de 200 rpm. Después del tiempo de incubacién se
plaguearon las bacterias transformadas en cajas Petri con medio LB sdlido con ampicilina.

Las cajas se dejaron a 37° C toda la noche.
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Anexo 7. Extraccion del ADN plasmidico

Se picaron colonias y se inocularon en 5mL de medio LB con ampicilina. Se dejaron
incubando a 37°C toda la noche en agitacibon a 200 rpm. Al dia
siguiente se centrifugd a 10 000 rpm por 5min a temperatura ambiente. La pastilla
bacteriana fue resuspendida con 100 uL de la solucién de lisis alcalina | (glucosa 50 mM,
Tris Base pH: 8 25 mM, EDTA pH: 8 10 mM) y se mantuvo en hielo. Después se
agregaron 100 pyL de la solucion de lisis alcalina Il (NaOH 0.2 N, 1% wl/v, recién
preparada) a cada suspension bacteriana y se homogenizé por inversion. Se mantuvo a
temperatura ambiente por 5 min.

Posteriormente se adicionaron 150 uL de la solucion fria de lisis alcalina Ill (acetato de
potasio 3 M, acido acético glacial 2.01 M), se homogenizé por inversion y se mantuvo en
hielo por 15 min. El lisado bacteriano obtenido fue centrifugado a 10 000 rpm por 10 min,
el sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo estéril, sequidamente se le afiadieron
2.5 volumenes de etanol al 100% y se incubd durante 1h a -20°C. Se centrifugé a 13 000
rom por 10 min hasta que se obtuvo una pastilla. El sobrenadante fue descartado, la
pastilla fue lavada con 500 pL de etanol al 70%. Posteriormente el sobrenadante fue
desechado por decantacion y el tubo fue invertido a temperatura ambiente hasta la
completa evaporacion del etanol. Por ultimo, la pastilla fue disuelta en 50 uL de agua libre
de nucleasas. Se almacené a -20° C hasta su uso luego de tomar una alicuota para su

verificacion en un gel de agarosa al 1%.
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Anexo 8. Mapa del plasmido pET15b (5,708 pb). Dentro del sitio multiple de clonacion se

encuentran las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion Xhol y BamHI.
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Anexo 9. Mapa del plasmido Pjet1.2 (2,974 pb)

Genetic elements of the pJET1.2/unt cloning vector
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Anexo 10. Mapa del plasmido pSNAPT (5,849 pb)
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