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R E S UM E N 

RESUMEN 
El gran impulso e interés puesto en la secuenciación de los genomas de diversos organismos ha 

revelado una importante cantidad de información útil en el estudio de diversos aspectos del metabolismo 

celular. Particularmente, con la disponibilidad de los genomas de los insectos Drosophila melanogaster y 

Anopheles gambiae (Adams et al, 2000; Ho" et al, 2(02), es posible desarrollar estudios sobre la capacidad de N­

glicosilación de los insectos. 

Este procesamiento es de gran importancia en la producción de glicoproteínas recombinantes por líneas 

celulares de insecto ya que el patrón de glicosilación que posean impactará directamente en sus 

propiedades farmacocinéticas. 

Con la identificación y caracterización de la a2,6-Sialiltransferasa de Drosophila melanogaster se 

confirmó el potencial de N-glicosilación de los insectos (Fablnl et al, 2001; Fablni et al, 2002; Koles et al, 2(04). Haciendo uso 

de herramientas bioinformáticas y de las secuencias de las ST6Gal de D.melanogaster y de humano, se 

identificó en el genoma del mosquito Anopheles gambiae una secuencia ortóloga putativa que posee los 

dominios funcionales y estructurales de la región catalítica de las a2,6-Sialiltransferasas. El mosquito 

Anopheles albimanus está estrechamente relacionado con An.gambiae, se sabe es capaz de producir 

sialoglicoproteínas y a diferencia de éste último su genoma no está secuenciado. A partir de las 

secuencias de D.melanogaster y An.gambiae se diseñaron oligonucleótidos degenerados en las regiones 

conservadas llamadas sialylmotifs. Usando ADNc de An.albimanus como templado se amplificó un 

fragmento de 471 pb. Una vez identificados los extremos 5' y 3' del transcrito, se determinó que éste tiene 

una longitud total de 1746pb, Y posee una identidad de 49 a 64% con las secuencias ortólogas de las 

a2,6-Sialiltransferasas conocidas. 

La secuencia de este ADNc AaST6 (AY955495) posee un marco abierto de lectura de 440aa, en la 

región identificada como el dominio catalítico tiene identidades de 38 a 41 % con las proteínas ortólogas 

de vertebrados, 57% con las ortólogas de invertebrados y 87% con la a2,6-Sialiltransferasa ortóloga 

putativa de An.gambiae. Mediante BLAST y CD-Search se identificó que posee los dominios funcionales 

y estructurales que indican que esta secuencia pertenece a la Familia 29 de las Glicosiltransferasas: 

Sialiltransferasas (EC 2.4.99.). Dichos dominios son: el dominio citoplásmico N-terminal de 32aa, el 

dominio transmembranal (17aa) y un tallo que termina en la región del dominio catalítico, este último 

presenta las regiones conservadas importantes catalíticamente conocidas como sialylmotifs. La 

estructura secundaria del dominio catalítico de la sialiltransferasa de An.albimanus presenta una 

organización de a-hélices y hojas-~ presente en otras enzimas de esta familia. 

El análisis ontogenético de expresión de AaST6 de An.albimanus mostró dos máximos, éstos ocurren en 

la etapa de larvas instar 2 y en pupas, también se observó que se tiene un nivel basal de expresión en 

todas las etapas de desarrollo analizadas, esto sugiere la presencia de sialoglicoproteínas a través de 

toda la ontogenia de An.albimanus. 
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Con la identificación y clonación del transcrito AaST6 de Anopheles albimanus, confirmamos que este 

organismo posee el potencial genético necesario para la sialilación de glicoproteínas. La información 

disponible hasta el momento indica que los géneros Drosophila y Anopheles pueden realizar sial ilación, 

mecanismo que se pensaba ausente en insectos. AaST6 es la segunda sialiltransferasa de insecto en ser 

clonada, la primera del género Anopheles y la quinta identificada de insectos (géneros Drosophila y 

Anopheles) . 
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1. INTRODUCCION 

1. INTRODUCCiÓN 
Muchas proteínas y péptidos de mamíferos poseen un elevado valor farmacéutico, terapéutico y de 

diagnóstico. Sin embargo, estas proteínas suelen estar presentes en cantidades muy pequeñas en sus 

tejidos de origen y por ello es sumamente costosa su obtención y purificación, varias de estas proteínas 

son glicoproteínas. La glicosilación de las proteínas puede influir en muchas de sus propiedades, 

incluyendo movimiento intracelular, función biológica, estabilidad bioquímica, prevención de agregación y 

degradación proteolítica y solubilidad (Jenklns et al, 1994). La mayoría de las proteínas producidas para terapia 

humana son glicoproteínas derivadas de células animales, por lo que es esencial caracterizar totalmente 

y si es posible incluso controlar el patrón de glicosilación de estos productos, ya que la Food and Drug 

Administration (FDA) en los Estados Unidos y el Committee for Propietary Medical Productions (CPMP) 

en la Comunidad Europea (Jenklns et al, 1994; Jenklns et si, 1996), demandan análisis detallados sobre los 

carbohidratos de todas las glicoproteínas destinadas para consumo humano. 

La necesidad de sistemas de expresión heterólogos que sean capaces de llevar a cabo N-glicosilación en 

forma similar a su forma nativa, ha intensificado el interés en la comprensión de esta vía en los insectos, 

ya que han sido usados ampliamente como sistema se expresión para la producción de glicoproteínas 

(Jarvls et si, 1998; Marchal et si, 2001). Los análisis de las glicoproteínas endógenas o recombinantes producidas en 

insectos realizados por diversos grupos de investigación indicaron que éstas raras veces poseen ácido 

siálico terminal, por lo que los autores concluyen que la sialilación de glicoproteínas constituye un 

aspecto altamente especializado que ocurre sólo en algunos tipos de insectos. 

La sialilación es llevada a cabo en la última etapa de la vía de N-glicosilación, esta consiste en la 

transferencia del ácido siálico o CMP-ácido acetilneuramínico (CMP-Neu5Ac) hacia un residuo de 

galactosa, este proceso es catalizado por una sialiltransferasa. Estructuralmente, las sialiltransferasas de 

eucariontes poseen una topología similar, son proteínas de membrana tipo 11 residentes en Golgi. 

Consisten de un dominio citoplásmico N-terminal corto, un segmento transmembranal y un tallo de 

longitud variable seguido del dominio catalítico C-terminal (Breton et si, 1999; Koles et si, 2004). El dominio catalítico 

contiene tres regiones de péptidos altamente conservados llamados sialylmotifs, que están implicados en 

el reconocimiento de sustrato donador y aceptor, así como en la formación de puentes disulfuro y 

catálisis de la enzima (Da«a etsl, 1997; Dattaetsl,2001). 

Debido a que en general las glicosiltransferasas (incluyendo a las sialiltransferasas) son proteínas poco 

abundantes, ha hecho difícil su purificación con fines de identificación y clonación de sus respectivos 

ADNc (Breton etsl, 1999; Harduln-Lepers etal, 1995). Algunas de las estrategias que se han utilizado para la identificación 

y clonación de ADNc y genes que codifican para sialiltransferasas incluyen: análisis de bancos de ADNc, 

uso de oligonucleótidos degenerados, búsquedas por homología, diversos métodos basados en PCR, el 

uso de anticuerpos policlonales, entre otros (TsuJI, 1996). El rápido progreso en la secuenciación de los 

genomas de diversos organismos ha permitido la identificación y clonación de diversas 

glicosiltransferasas, lo cual difícilmente habría sido posible por otros métodos. 
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1. INTRODUCCION 

Al completarse y publicarse el genoma de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) en el año 2000 

(Adamsetal,2000), fue posible la identificación, clonación y caracterización enzimática de diversas proteínas de 

la vía de N-glicosilación de este insecto, así como de las vías de síntesis y transporte de diversos 

azúcares activados. Confirmando así su potencial como organismo modelo para el estudio del proceso de 

glicosilación en insectos. Se determinó que los insectos y en particular D.melanogaster, posee las 

enzimas necesarias para la síntesis del ácido siálico (CMP-Neu5Ac) y para su transferencia sobre 

glicoproteínas (Klm etal, 2002; Fablnl etal, 2001; Fabinl etal, 2002; Koles etal, 2004). 

En el año 2002 se publicó el genoma completo del mosquito Anopheles gambiae (Hoh et al, 2002), hecho que 

sumado a la disponibilidad de diversas herramientas bioinformáticas abre una posibilidad importante al 

contar con otro insecto modelo para realizar diversos estudios. Basándose en la información del genoma 

de An.gambiae se han clonado algunos genes de Anopheles albimanus, ya que estos organismos 

comparten gran homología. El genoma de An.albimanus no ha sido descrito, y es de resaltar que éste 

organismo es capaz de producir sialoglicoproteínas (Nok et al, 2002) . Fue así como se planteó como objetivo la 

identificación y clonación de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus, basándose en la 

información de los genomas de An.gambiae y de D.melanogaster. Demostrando de esta forma que la 

sialilación de glicoproteínas es llevada a cabo por este organismo. 

La identificación y clonación del ADNc de la a2,6-Sialiltransferasa de An.albimanus permite tener un 

punto de partida para realizar estudios concernientes a la expresión y regulación de este gen. Además de 

ser una posible herramienta biotecnológica en estrategias de ingeniería de vías metabólicas, pudiendo 

complementar o sobreexpresar esta actividad en diversas líneas celulares de insecto donde se producen 

glicoproteínas recombinantes, las cuales carecen o tienen niveles no detectables de actividad 

sialiltransferasa endógena. 

4 



e 
e 
e 

e, ANTECEDENTES 

2. ANTECEDENTES 
2.1. Glicosilación 

La Glicosilación es la modificación co- o postraduccional más importante y compleja de las células 

eucariotas, consiste en la adición covalente de carbohidratos a proteínas por medio de un grupo de 

enzimas (Jenkins et al, 1994; Spiro, 2002). Se han identificado varias rutas de glicosilación en diferentes organismos, 

éstas conducen hacia el procesamiento de los glicanos de las glicoproteínas que serán secretadas o 

formarán parte de las membranas, citoplasma o núcleo. La naturaleza y el tipo de glicanos formados por 

la maquinaria enzimática tendrán influencia sobre la actividad biológica de la proteína procesada. 

Esta modificación está influenciada por diversos factores, los principales son: la conformación global de la 

proteína, la conformación local de segmentos de la proteína y sobre todo, de las enzimas y los sustratos 

disponibles para este procesamiento en diversos tipos de células. El tipo y patrón de glicosilación es de 

tipo proteína dependiente, sitio específica, y particular de algunos tejidos o células (Dwek,1995) . 

Se han descrito diversos tipos de enlaces carbohidrato-péptido presentes en las glicoproteínas, estos 

pueden agruparse en cinco tipos que pueden ocurrir en la misma proteína dependiendo de la maquinaria 

enzimática disponible y de la secuencia y conformación de la proteína, estos son: N-Glicosilación, O­

Glicosilación, C-Manosilación, Fosfoglicosilación y Glipiación. De los anteriores, se le ha dado mayor 

importancia a N-glicosilación al ser la modificación más común, por su implicación en el reconocimiento 

celular y estar presente en diversas proteínas de interés comercial. 

2.1.1. N~Glicosi1acjón 

La N-glicosilación es el tipo de glicosilación más ampliamente distribuida, ha sido observada en varios 

tipos de proteínas eucariontes incluyendo proteínas plasmáticas, hormonas, enzimas, receptores 

celulares, inmunoglobulinas y lectinas (Buners, 2001; Splro, 2002). En todas ellas los glicanos tienen importancia 

biológica, influyendo directamente sobre su actividad, estabilidad, conformación y otras propiedades 

farmacocinéticas. 

La vía de N-glicosilación en mamíferos es un proceso que ocurre en múltiples etapas en varios 

compartimentos celulares. Comienza con la transferencia del oligosacárido precursor presintetizado 

(Glc3MangGlcNAc2) unido a dolicol fosfato. Dicha transferencia la realiza la Oligosacariltransferasa (OST), 

hacia el péptido naciente en un residuo asparagina (Asn) de la proteína que se encuentre en el consenso 

Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina (Figura 2.1.-A) (Jarvis et al, 1998; 

Jenkins et al, 1994). 

Este precursor es secuencialmente procesado por Glucosidasas (a,-Glucosidasa I y a,-Glucosidasa 11) 

(Figura 2.1.-8) y por a,-Manosidasa I (Figura 2.1.-C), enzimas localizadas en retículo endoplásmico. Si 

los glicanos son procesados parcial o totalmente por la a,-Manosidasa I y estos ya no sufren otra 

modificación, serán glicanos altos en manosa (con cinco a nueve manosas terminales). Estas primeras 

etapas están asociadas con el correcto plegamiento de la proteína, siendo esencial para el transporte al 
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aparato de Golgi. Estas primeras etapas de la vía de N-glicosilación están conservadas en todos los 

eucariontes (Brooks et al, 2004; Tomlya et al, 2004). 

Al entrar al aparato de Golgi, los glicanos son procesados secuencialmente por la N-acetil 

Glucosaminiltransferasa I (GlcNAcT 1) (Figura 2.1.-0), la a-Manosidasa 11 (Figura 2.1.-E), la 

Fucosiltransferasa (FucT) (Figura 2.1-E), la N-acetil Glucosaminiltransferasa 11 (GlcNAcT 11) (Figura 2.1-

F), Galactosiltransferasa (GalT) (Figura 2.1.-G) y Sialiltransferasa (SiaIT) (Figura 2.1.-H). Produciéndose 

de esta forma glicanos complejos (glicanos con galactosa y ácido siálico terminales) (Brooks etal, 2004; Tomlya etal, 

2004). 

Alternativamente, la ~-N-acetilglucosaminidasa (GlcNasa) puede remover residuos de N-acetil 

glucosalina, desviando la vía hacia glicanos llamados paucimanosídicos (glicanos con tres manosas 

terminales) (Figura 2.1.-1) (Watanabe etal, 2002; Tomlya etal,2004). Este proceso es muy común en insectos. 

Figura 2.1. Vía de N-Glieosilaeión. Procesamiento de glicanos 
a través del retículo endop!ásmido y aparato de Golgi. GleNAeT 
1", N-acetil Glucosaminiltransferasa 1, FueT", Fucosiltransferasa, 
GlcNasa= ~-N-acetil Glucosaminidasa, GleNAcT 11= N-acetil 
Glucosaminiltransferasa ", GaIT", Galactosiltransferasa y 
SialT = Sialiltransferasa. 

(A) 

(O) 

(1) 

I a-Manosldasa n 
~ FucT (E) 

GlcNllsa 
.:-.~ Asn Asn""-

! GlcNAcT n (F) 

::-.~ Asn 

! GaIT (G) 

<1 Glucosa 

• N-acetllglucosamlna 
::>--t-Asn 

l SlalT (H) • Manosa 
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<> Ácido Slállco 
g:::-.~ Asn 
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Dependiendo de los niveles de actividad de las diferentes enzimas de la vía de N-glicosilación se 

producirán glicanos altos en manosa, paucimanosídicos o complejos (Jarvis et al, 1998). El tipo de N­

glicosilación es específico para cada organismo ya que depende de la presencia o ausencia de los genes 

que codifican para las glicosiltransferasas, así como de su regulación que es de tipo tejido-específica. 

2.2. Glicoproteínas 
Las glicoproteínas pueden contener oligosacáridos unidos por medio de diferentes formas (N-glicosilación 

principalmente) y tener más de un glicano por molécula. En conjunto, estos carbohidratos tendrán 

diversos efectos sobre las propiedades de la proteína sobre la cual están unidos. El mismo tipo de 

glicano en diferentes proteínas puede tener diferentes propiedades, dependiendo de su orientación y 

localización en el péptido. 

2.2.1. Funciones de los glicanos 

Desde el mismo momento de síntesis de la proteína y su paso por el retículo endoplásmico, los glicanos 

tienen como función promover el correcto plegamiento al orientar las cadenas peptídicas. Sirviendo como 

un sistema de control de calidad durante el procesamiento a través de retículo endoplásmico y aparato de 

Golgi (Helenius et al, 2001) . 

Los glicanos pueden afectar la estabilidad y estructura tridimensional de las glicoproteínas (Dwek, 1995; Butters, 

2(01). Promueven solubilidad y previenen agregación e inactivación, si los glicanos son alterados o están 

incompletos ocurre agregación (Jenklns et al, 1994). 

Una de la principales funciones de los glicanos a nivel extracelular es servir como sitios de 

reconocimiento al ser estructuras compactas y versátiles (Dwek, 1995). Los carbohidratos pueden afectar la 

inmunogenicidad de las proteínas al ser sitios de reconocimiento o enmascarar sitios antigénicos de la 

proteína, regulando de esta forma la respuesta inmune del organismo (Radernacheretal,1992;Jenklnsetal,1994). 

2.2.2. Ácido Siálico 

Los ácidos siálicos comprenden una familia diversa de a-ceto ácidos de nueve carbonos. El ácido N­

acetil neuramínico (Neu5Ac) es el más común en mamíferos. Generalmente está ocupando las 

posiciones terminales de los N-glicanos de proteínas o gangliosidos (Angataetal,2002). 

Lleva a cabo diversas interacciones con otras moléculas o células. Puede afectar las propiedades 

biológicas de glicoproteínas, tales como: mantenimiento de glicoproteínas en circulación, vida media de 

proteínas séricas, modulación de actividad biológica, adhesión celular, comunicación intracelular, 

estabilidad y conformación, entre otras (Katsutoshi, 1996; Andersen et al, 2002). El ácido siálico terminal protege a las 

proteínas de ataques proteolíticos previniendo su degradación (Rademacher et al, 1988). Si las glicoproteínas no 

contienen glicanos con ácido siálico terminal, tendrán propiedades biológicas variables o subóptimas. 

En algunas proteínas, la ausencia de glicanos complejos con galactosa y ácido siálico terminal resulta en 

agregación o reconocimiento por el sistema inmune, con la consecuente inactivación de la proteína. De 
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esta forma el sistema inmune puede distinguir entre proteínas propias o ajenas al organismo de acuerdo 

al patrón de ácidos siál icos (Travlng et si, 1998; Andersen et s/, 2002). 

La sialilación (adición de ácido siálico en glicoproteínas) requiere la síntesis de CMP-Neu5Ac (ácido 

acetilneuramínico o ácido siálico) (Figura 2.2.). La posterior transferencia sobre el oligosacárido es por 

medio de la Sialiltransferasa .. 

HO H:l ... tO 
HO. l. ;>H 

~~ 
AcH N HO Figura 2.2. Estructura del ácido siálico. 

El ácido siálico es sintetizado a partir de UDP-GlcNAc (UDP-N-acetil Glucosamina) a través de múltiples 

reacciones enzimáticas (Figura 2.3.). La primer etapa es catalizada por la UDP-GlcNAc 2-

epimerasa/ManNAc cinasa, una enzima bifuncional que convierte UDP-GlcNAc en ManNAc-6-P (Figura 

2.3.-1). Posteriormente es convertida en Neu5Ac-9-P por medio de la Neu5Ac fosfato sintasa (Figura 2.3. 

-2), Y luego procesada por la Neu5Ac-9-P fosfatasa obteniendo el ácido acetilneuramínico 

(Neu5Ac)(Figura 2.3.-3). Finalmente ocurre al adición de CMP para obtener el CMP-Neu5Ac, acción 

mediada por la CMP-Neu5Ac sintasa (Figura 2.3.-4). 

Se ha observado que el suministro exógeno de ManNAc (N-acetil Manosamina) promueve la síntesis de 

ManNAc-6-P mediada por la enzima ManNAc cinasa (Figura 2.3. reacción 5). Ésta es procesada de la 

misma forma hasta la obtención de CMP-Neu5Ac. 

UOP-GlcNAc 

ManNAc 
5 

l1 
ManNAc-6-P 

l2 
Neu5Ac-9-P 

l3 
Neu5Ac 

l4 
CMP-Neu5Ac 

Figura 2.3. Vía de síntesis del ácido siálico (CMP-Neu5Ac). 
1, UDP-GlcNAc 2-epimerasa/ManNAc cinasa; 2, Neu5Ac fosfato 
sintasa; 3, Neu5Ac-9-P fosfatasa; 4, CMP-Neu5Ac sintasa; 
S, ManNAc cinasa. (Modificada de Tomlya et s/, 2003a). 

Diversos estudios demostraron que el CMP-Neu5Ac es sintetizado en niveles apenas detectables en los 

insectos (Tomiya et S/, 2003a; Tomiya et s/, 2004). Únicamente ha sido detectado en Drosophila melanogaster, 

Philaenus spumarius, Trichoplusia ni y Spodoptera trugiperda (K 1m et sI, 2002). Esto en parte, debido a que la 

actividad de algunas de las enzimas de la vía de síntesis del CMP-Neu5Ac en insectos (células Sf9 de 
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Spodoptera frugiperda) , es entre 30 y 50 veces menor respecto a la actividad específica detectada en 

vertebrados (Efferz el al, 1999) . 

Se mantenían diversas interrogantes respecto a si los insectos poseen la capacidad de biosintetizar ácido 

siálico debido a los pocos datos que se habían podido recabar. Se reportó la clonación y caracterización 

de la Neu5Ac fosfato sintasa de Drosophila melanogaster y la identificación de otros genes de la vía de 

síntesis del ácido siálico en este organismo (Kim el al, 2002). Confirmando que los insectos son capaces de 

sintetizar este compuesto. Los mecanismos de regulación de la expresión de los genes de la vía de 

síntesis de ácido siálico en insectos permanecen sin resolver. No se han identificado tampoco genes que 

codifican para transportadores de ácido siálico. Los insectos poseen parte de la infraestructura para la 

síntesis de glicanos complejos con ácido siálico terminal. 

2.2.3. Sistemas de expresión de glicoproteínas 

La expresión de glicoproteínas recombinantes ha sido realizada en diferentes sistemas con diversos 

resultados. Varios sistemas de expresión alternativos han sido desarrollados y evaluados. 

Particularmente en el caso de glicoproteínas recombinantes es importante considerar la capacidad de 

glicosilación del sistema de expresión empleado. 

Escherichia coli ha sido el sistema de expresión procariote más utilizado para la producción de proteínas. 

Tiene como limitante que en la mayoría de los casos no realiza un plegamiento correcto, dando proteínas 

insolubles, además de no poseer capacidades para realizar glicosilación. Entre los sistemas con 

levaduras, son Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomices pombe y Pichia pastoris de los más 

utilizados. Los glicanos que producen son típicamente con terminales altas en manosa, por lo que en el 

caso de proteínas que requieren glicanos complejos no resulta un sistema de expresión adecuado (Andersen. 

2002; Butters,2002; Betenbaugh et al, 2004). 

Algunas plantas transgénicas, así como cultivos de células vegetales han sido utilizados para producir 

diferentes proteínas recombinantes. Se sabe que las plantas tienen capacidades limitadas de 

glicosilación al producir glicanos altos en manosa y en algunos casos complejos pero sin ácido siálico. 

Adicionan residuos de fucosa y xilosa que podrían ser antigénicos para humanos (Andersen, 2002; Butters, 2002). 

Hasta el momento no se ha considerado como un buen sistema de expresión para glicoproteínas 

recombinantes. 

La mayoría de las líneas celulares CHO (Chinese Hamster Ovar y) y 8HK (Baby Hamster Kidney) usadas 

para la producción de proteínas recombinantes son capaces de realizar glicosilación compleja y con 

mínima heterogeneidad. Tienen como limitante la baja productividad de proteína recombinante en 

comparación con otros sistemas de producción (Brooles, 2004). Se tienen reportes de que algunas 

glicoproteínas producidas en este sistema son potencialmente antigénicas al incorporar glicanos con 

enlaces no presentes en proteínas humanas (Jenkins etal. 1994). 
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Se esperaría que especies que son filogenéticamente cercanas a los humanos tuvieran una ruta de N­

glicosilación común. Sorprendentemente hay algunas diferencias en la capacidad de glicosilación de las 

líneas celulares de roedores y humanos. Estas diferencias producen respuesta inmune y variabilidad en 

las propiedades farmacocinéticas de las proteínas. Algunas líneas celulares de humano han mostrado 

alteraciones en su capacidad de glicosilación debido al proceso de establecimiento de líneas estables 

(Jenklns et 81,1996; Andersen et 81,2002). 

El uso de células de insecto (líneas celulares de lepidópteros principalmente) como sistema de expresión 

de proteínas heterólogas usando baculovirus como vectores, ha puesto interés sobre las capacidades de 

glicosilación de las células de insecto. Diversos estudios sugirieron que el procesamiento de los glicanos 

en insectos es similar o idéntico al que realizan los mamíferos en las primeras etapas. Este sistema 

ofrece otras ventajas como seguridad, facilidad de uso y alta productividad. La aparente incapacidad de 

glicosilación compleja parece deberse a la falta de algunas enzimas de la vía de N-glicosilación y la 

presencia de actividades no presentes en mamíferos, obteniendo generalmente glicanos altos en manosa 

y paucimanosídicos. Limitando su uso en la producción de glicoproteínas que requieren la presencia de 

glicanos complejos con ácido siálico terminal (Palomares et 81,2002; Tomlya etBl, 2003a). 

Recientes estudios muestran que algunas líneas celulares de insecto son capaces de producir proteínas 

recombinantes con glicosilación compleja e incluso con ácido siálico terminal. Se propone que algunos 

insectos tienen el potencial de producir glicanos complejos con ácido siálico terminal, aunque los 

mecanismos y condiciones para que se lleve a cabo esta actividad no han sido deducidos hasta ahora 

(Jarvls et al, 1998; Andersen et 81,2002 Butters, 2002; Palomares et al, 2002). 

2.2.4. Glicosilación en Insectos 

En comparación con la información disponible sobre el procesamiento de glicoproteínas en mamíferos, es 

muy poco lo que sabemos sobre las enzimas y otros factores que intervienen en la N-glicosilación en las 

células de insecto. La mayoría de los glicanos producidos en insectos son del tipo paucimonosa o altos 

en manosa. Las primeras etapas de la vía de N-glicosilación son similares a las de los mamíferos, pero 

en pocos casos el procesamiento llega hasta la sialilación de los glicanos, proceso que es común en 

humanos y mamíferos. Se cree que esto es debido a niveles insuficientes de las glicosiltransferasas de 

las últimas etapas de la vía, incluyendo la Sialiltransferasa. 

La vía de N-glicosilación en insectos comúnmente sufre una divergencia hacia glicanos de tipo 

paucimanosa, debido a la actividad de la ~-N-acetilglucosaminidasa. La remoción de GlcNAc del glicano, 

por la actividad de esta enzima, evita que siga su procesamiento hasta la adición de galactosa y ácido 

siálico (Donaldson et 81,1999; Licarl et 81,1993; Marz et 81,1995; Watanabe et 81,2002). Esta actividad enzimática ha sido detectada en 

cultivos de células Sf21 (Spodoptera frugiperda), Bm-N (Bombyx mon), Mb0503 (Mamestra brassicae) y 

Tn-581-4 (Trichoplusia m). 

Diversas líneas celulares de insecto, incluyendo Sf9, Sf21, Mb0503, Bm-N, Ea4 (Estigmene acrea) y Tn-

581-4, contienen niveles apenas detectables de actividad N-acetil Glucosaminiltransferasa 11 (GlcNAcT 11) 
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(Figura 2.2.-F). Así como niveles apenas detectables de actividad Galactosiltransferasa. Recientemente, 

se reportó la clonación y caracterización de la ~-N-acetil Galactosaminiltransferasa de Trichoplusia ni 

(Vadaie et al, 2004). Confirmando que algunos insectos poseen las glicosiltransferasas necesarias para formar 

glicanos complejos. 

La actividad sialiltransferasa no ha sido detectada en diversas líneas celulares de insecto, tales como 

Sf9, Sf21, Tn-5B1-4, Mb0503 y Ea4 (Lopez et al, 1999; Hooker et al, 1999; Tomiya et al, 2004). Algunas de ellas producen 

ácido siálico, aunque en niveles sumamente bajos y únicamente en ciertas etapas de desarrollo. En 

D.melanogaster el ácido siálico está presente en las primeras etapas de desarrollo, en embriones desde 

blastodermo hasta larvas de instar 3 (Roth et al, 1992). Localizado principalmente en el sistema nervioso. 

Las líneas celulares de insecto tienen diferentes capacidades para la producción y procesamiento de 

glicoproteínas recombinantes. Hasta ahora solo las líneas celulares DpN1 (Danaus plexippus), Sf21, 

Tn4h, Tn4s (Trichoplusia m) y Mb0503 han sido capaces de producir cantidades significativas (5-63%) de 

proteínas con glicanos complejos y con terminales sialiladas (13-33%) (Palomares etal, 2002; Palomares etal, 2003; Joosten 

et al, 2003a; Joosten et al, 2003b). 

Aunque D.melanogaster también contiene glicoproteínas del tipo paucimanosa o altas en manosa 

principalmente (Seppo et al, 2000). Al identificar los genes Neu5Ac fosfato sintasa y a2,6-Sialiltransferasa 

(ST6Gal) y demostrar que son funcionales, se confirmó que este organismo posee la maquinaria 

necesaria para realizar el procesamiento hasta la obtención de glicanos complejos (Fabini et al, 2001; Fablnl et al, 

2002; Kim etal, 2002; Koles et al, 2004). Sintetizando y transfiriendo el ácido siálico en glicoproteínas. 

La expresión de la ST6Gal de Drosophila está regulada en forma espacio-temporal. Ocurre únicamente 

en algunas etapas del desarrollo embrionario en grupos de células del sistema nervioso de este insecto 

(Fablnl et al, 2002; Betenbaugh et al, 2004; Koles et al, 2004). Estos datos indican que la sialilación ocurre en algunos insectos y 

que este proceso es específico de ciertos tipos de células y/o de algunas etapas de desarrollo. 

La expresión de los genes de las últimas etapas de la vía de N-glicosilación (incluyendo la 

Sialiltransferasa) y los que realizan la síntesis del ácido siálico (CMP-Neu5Ac), parecen estar reprimidos 

o altamente controlados. Es un evento altamente especializado, ocurriendo únicamente en ciertas etapas 

de desarrollo y tejidos específicos de los insectos (Medvedova el al, 2003). 

Recapitulando, la incapacidad de los insectos de producir glicoproteínas similares a las de mamíferos es 

atribuida a tres factores principales: (1) la presencia de una alta actividad ~-N-acetilglucosaminidasa, (2) 

que no son capaces de producir cantidades significativas de algunos precursores, incluyendo el CMP­

Neu5Ac y (3) expresión insuficiente de ciertas glicosiltransferasas implicadas en la generación de 

glicanos complejos. 
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Identificadas ya las principales limitantes, en diferentes grupos de investigación se han llevado a cabo 

trabajos tendientes a la modificación de la vía de N-glicosilación en insectos, con el fin de obtener 

glicoproteínas con terminales de ácido siálico. 

Al suprimir la actividad N-acetilglucosaminidasa en células Tn-5B1-4 y Sf9 con un inhibidor químico, se 

produjeron glicanos complejos sialilados (Watanabe et al, 2002). Intuyendo así que estas células poseen actividad 

sialiltransferasa intrínseca. 

Ya que los insectos tienen capacidades limitadas en la producción de CMP-Neu5Ac, sobreexpresaron 

enzimas de su vía de síntesis en células Sf9. Se observó generación de cantidades importantes de ácido 

siálico aún en cultivos en medios libre de suero fetal bovino, pero se requirió suplementar con el 

precursor N-acetil Manosamina (Lawrence etal, 2001; Hollisteretal, 2003). 

Utilizando ingeniería de vías metabólicas, sobreexpresaron GlcNAcT 11 y GalT de mamífero en células 

Tn5B1-4 (Trichoplusia m). Esto resultó en la producción de transferrina con glicanos complejos (Tomiya etal, 

2003b). El incluir GlcNAcT 11, GalT y a2,6-Sialiltransferasa bovina, permitió la obtención de glicoproteínas 

sialiladas en células Sf9 (Spodoptera frugiperda) (Hollister et si, 1998; Hollister et al, 2001; HolIIster et si, 2002). El medio de 

cultivo contenía suero fetal bovino, que sirvió como suministro de ácido siálico para las células. 

Al combinar las glicosiltransferasas (GlcNAcT 1, GlcNAcT 11, GaIT, a2,3-Sialiltransferasa y a2,6-

Sialiltransferasa) con enzimas de la ruta de síntesis de ácido siálico (Neu5Ac fosfato sintasa y CMP­

Neu5Ac sintasa) en la línea celular Sf9 se logró producir glicoproteínas sialiladas (HoIlister et al, 2002; Aumiller et al, 

2003). Resultados similares se observaron en la línea celular Ea4 (Estigmene acrea), confirmando la 

utilidad de este tipo de metodologías (Chang etal,2003). 

Podemos deducir con base en los antecedentes revisados, que algunos insectos poseen los genes 

necesarios para el procesamiento de N-glicanos hasta su forma compleja, con terminales de galactosa y 

ácido siálico. Los niveles de expresión no son suficientes para producir o procesar glicoproteínas en 

niveles significativos. Este es un proceso sumamente regulado que ocurre bajo condiciones específicas, 

ya sea de cultivo, etapa de desarrollo o de disponibilidad de nutrientes. 

2.3. a2,6-Sialiltransferasa 

Las Sialiltransferasas son un subgrupo de la familia de las glicosiltransferasas. Utilizan CMP-Neu5Ac 

como azúcar activada donadora para catalizar la transferencia de ácido siálico en las cadenas de 

oligosacáridos de glicoproteínas y glicolípidos (Paulson et si, 1989; Harduin-Lepers et al, 1995). Cada enzima puede 

caracterizarse enzimáticamente por la especificidad del aceptor y por el tipo de enlace que forma. 

2.3.1. Actividad Enzimátíca de la a2,6-Sialiltransferasa 

Han sido clonadas más de veinte diferentes sialiltransferasas de vertebrados. Se dividen en subfamilias 

de acuerdo al tipo de enlace con el que unen el Neu5Ac transferido a su aceptor. Estas son: a2,3-
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Sialiltransferasa (ST3Gal), a2,6-Sialiltransferasa y a2,8-Sialiltransferasa (ST8Gal). Pueden diferir también 

en la especificidad por el aceptor. De los tres tipos de enlaces, el a2,6 es el más común en las 

glicoproteínas de mamíferos, principalmente sobre un residuo de galactosa (ST6Gal) y ocasionalmente 

sobre una N-acetilgalactosam ina (ST6GaINAc) (Harduln-Lepers et al, 1995; KatsU1oshi, 1996; KoIes et al, 2004). 

La a2,6-Sialiltransferasa (EC 2.4.99.) cataliza la siguiente reacción: 

CMP-Neu5Ac + (Gal/GaINAc}~1-4GlcNAc-R -+ Neu5Aca2-6(Gal/GaINAc)~1 -4GlcNAc-R + CMP 

La transferencia del ácido siálico hacia galactosa (o N-acetil galactosamina) ocurre en el grupo hidroxilo 

del carbono 6 en la posición terminal de un disacárido Gal~ 1-4GlcNAc. Este puede ser un disacárido libre 

o un oligosacárido de un N-glicano. Las Sialiltransferasas son enzimas altamente específicas en el tipo 

de aceptor y enlace producido durante la transferencia. 

Se han clonado y caracterizado las a2,6-Sialiltransferasas de diferentes vertebrados tales como: bovino 

(80S taurus), rata (Rattus norvegicus), ratón (Mus musculus), pollo (Gallus gallus) y humano (Homo 

sapiens) (Harduin-Lepers et al, 1995; Datta et al, 1997). En invertebrados únicamente la a2,6-Sialiltransferasa de la mosca 

de la fruta (Drosophila melanogastet) (Koles et al, 2004; Harduln-Lepers et al, 1995). 

2.3.2. Organización de la a2,6-Sialiltransferasa 

Estructuralmente, las sialiltransferasas tienen una conformación similar y comparten la característica de 

ser glicoproteínas transmembranales de tipo 11 que residen en el compartimento trans-Golgi. Poseen un 

dominio citoplasmático corto N-terminal (Figura 2.4-A), un segmento transmembranal para su retención 

en Golgi (Figura 2.4-8) y un tallo de longitud variable (Figura 2.4-C) de entre 20 y 200 aminoácidos de 

longitud que es seguido del dominio catalítico C-terminal (Figura 2.4-0) (Paulson etal, 1989; Breton etal, 1999; Brelon etal, 

2001). Al igual que otras glicosiltransferasas, la Sialiltransferasa puede también ser encontrada en forma 

soluble al sufrir un corte proteolítico en la región del tallo (Fenteany et al, 2005). Sin afectar su actividad 

enzimática. 

TMD 

N c 

(A) (B) (e) (D) 

Figura 2.4. Representación esquemática de la a2,6-Sialiltransferasa. El dominio 
citoplasmático N-terminal (A), el dominio transmembranal (B), el tallo (e) y el dominio 
catalítico (D), donde se localizan los sialylmotifs (L, S Y VS). Adaptado de Breton etal, 
1999. 

Las Sialiltransferasas de diferentes organismos comparten el mismo sustrato donador (CMP-Neu5Ac) y 

reconocen los mismos sustratos aceptores. Es de esperarse que compartan parte de su secuencia 

proteínica. Las secuencias de aminoácidos de las sialiltransferasas clonadas muestran poca homología 

con excepción de pequeñas regiones de secuencias en la región catalítica llamadas Sialylmotifs (Drlckamer, 
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1993; Livingston et al. 1993; Harduln-Lepers et al, 1995). El Sialylmotif L (Large) es de aproximadamente 47 aminoácidos de 

longitud de los cuales 8 son invariables, el Sialylmotif S (Sma/~ de alrededor de 26 aminoácidos y el 

Sialylmotif VS (Very Sma/~ de 6 aminoácidos, estos últimos con 2 residuos invariables cada uno (Figura 

2.5.) (Datta et al, 1995; Datta et al, 1997; Geremla et al, 1997; Datta et al, 1998; Jeanneau et al, 2004). 

mST6Gal 
hST6Gal 
rST6Gal 
bST6Gal 
cST6Gal 

mST6Gal 
hST6Gal 
rST6Gal 
bST6Gal 
cST6Gal 

Sialylmotif L 

i:~ = ~~lls:~ISS~QI~~~:~i· =::~=~ · 189 - WQ SSAG SQ IDNHDA· NGAPTDNFQ I 
189 - WG SSAGS SS IDDHDA· NGAPTVKFQ~=:.aI""";a;:~'-.. · 
198 - LG SAGS SSH EIDSHDAVLW NGAPVKGFQEI 

236 
- 239 
- 236 

236 
245 

Sialylmotif S Sialylmotif VS 

318 -PsseGIII~rlYEF -341 367 -IL9 -373 321 - PSS GIIIMMT VD 1 YEF - 344 370 - LL - 376 
318 - PSS GIIIMMT VDlYEF - 341 367 - L - 373 
318 - PSS GIAIMMS VDlYEF - 341 367 - L - 373 
328 - PSS GIVIMMT EVOVYEF - 351 377 - L - 383 

Figura 2.5. Región del Sialylmotif L, S Y VS en las a2,6-Sialiltransferasas. El alineamiento de secuencias muestra la región 
más conservada en todas las sialiltransferasas. Los residuos que son estrictamente invariables se muestran sombreados en gris 
oscuro. Los residuos altamente conservados están sombreados en gris claro. mST6Gal (Mus musculus) , hST6Gal (Horno 
sapiens) , rST6Gal (Rattus norvegicus), bST6Gal (80S taurus), cST6Gal (Gallus gallus). 

Estos sialylmotifs parecen ser específicos de enzimas eucariotas, ya que no están presentes en las 

enzimas que catalizan reacciones sim ilares en procariotas (Jeanneau et al, 2004). 

La importancia de estos motivos conservados fue analizada mediante mutación sitio dirigida. Usando 

como modelo la a2,6-Sialiltransferasa de rata, reemplazando los residuos conservados por alanina 

permitió concluir que el sialylmotif L está implicado en la unión del sustrato donador (CMP-Neu5Ac). El 

sialylmotif S está implicado en la unión y reconocimiento tanto del sustrato donador como del aceptor. La 

mutación de ambos sialylmotifs produjo enzimas inactivas soportando la hipótesis de que los residuos en 

estos motivos están implicados en la unión y reconocimiento de sustratos donador y aceptor (Datta et al, 1995; 

Datta et al, 1997; Datta et al, 1998; Breton et al, 1999). Las cisteínas invariables en los sialylmotifs L y S participan en la 

formación de un puente disulfuro que es esencial para la conformación de formas activas de la proteína 

(Drlckarner, 1993; Datta et al. 2001). El sialylmotif VS está implicado en el mecanismo de catálisis de la enzima (Geremla et 

al, 1997). La región comprendida entre los sialylmotifs S y VS contiene cuatro residuos altamente 

conservados de importancia funcional, al substituirlos por alanina se produjeron enzimas inactivas (Jeanneau 

et al, 2004). Además de estar implicados en la correcta conformación de la proteína y en la unión del sustrato 

aceptar. 

Ha sido propuesto que las sialiltransferasas se glicosilan mediante un mecanismo autocatalítico, siendo 

una forma de control de la actividad enzimática. La cx2,6-Sialiltransferasa requiere al menos glicanos 

galactosilados para una actividad enzimática óptima in vivo, ya que de lo contrario se observa un 
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decremento de hasta un 60% de la actividad, siendo un componente crítico (Breen, 2002). En la 

caracterización de la a,2,6-Sialiltransferasa recombinante de D.melanogaster, ésta presentó actividad de 

autosialilación in vivo e in vitro (Koles et al, 2004). Aunque no se determinó si esta modificación tiene algún 

efecto en la actividad, estabilidad o localización intracelular de la proteína. 

2.3.3. ADNc que Codifican para la a2,6-Sialíltransferasa 

Hasta ahora se han identificado, clonado y caracterizado las a2,6-Sialiltransferasas (ST6Gal) de cinco 

vertebrados y de un invertebrado. Los números de acceso se muestran en la Tabla 2.1 .. 

TABLA 2.1. a2,6-Sialiltransferasas identificadas, clonadas y caracterizadas. 

Organismo 
No. Acceso (GenBank) . 

ADNc Proteína 

Humano (Homo sapiens) X62822 CAA44634 

X17247 CAA35111 

X54363 CAA38246 

Rata (Rattus norvegicus) M18769 AAA41196 

M54999 AAA41196 

M83143 AAB07233 

M73987 AAB00269 

NM147205 NP671738 

Ratón (Mus muscu/us) 016106 BAA03680 

Pollo (Gallus gallus) X75558 CAA53235 

Bovino (80S taurus) Y15111 CAA75385 

Mosca (Drosophila melanogaster) NM166684 NP726474 

NM079129 NP523853 

Los análisis entre secuencias de Sialiltrasferasas sugieren un origen genético común, a partir de 

duplicaciones sucesivas de un gen ancestral y evolución divergente (Harduin-Lepers et al, 2005). Estas ST6Gal 

transfieren ácido siálico (CMP-Neu5Ac) formando un enlace a2,6 sobre la galactosa terminal de un N­

glicano Gal~1-4GaINAc de glicoproteínas. 

El análisis de evolución de las Sialiltransferasas realizado a partir de los genomas de diversos 

organismos reveló que las a2,6-Sialiltransferasas están presentes únicamente en vertebrados y 

artrópodos (insectos). Los organismos equinodermos, urocordados y cefalocordados poseen solamente 

los genes ST6GaINAc, ST3Gal y ST8Gal, respectivamente. Sugiriendo que el gen precursor de las 

Sialiltransferasas de vertebrados puede ser la ST6Gal de insectos, al no encontrar estos genes en otros 

invertebrados (Harduln-Lepers et al, 2005). 
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Los genes y ADNc de a2,6-Sialiltransferasas han sido clonados mediante diferentes metodologías, ya 

que varían en abundancia y localización dentro de sus organismos de origen. Debido a que en general 

las glicosiltransferasas y las sialiltransferasas son proteínas poco abundantes ha sido difícil la purificación 

de estas enzimas. Por esta razón las estrategias de clonación de genes o ADNc basados en secuencias 

de prote í nas purificadas han sido posibles en pocos casos (Harduln-Lepers et al. 1995; Tsujl, 1995; Tsuji, 1996). 

Otras metodologías empleadas han sido: a partir de un banco de ADNc y utilizando como sonda un 

oligonucleótido correspondiente al N-terminal, lograron identificar y aislar la a2,3-Sialiltransferasa de 

cerdo. Utilizando oligonucleótidos degenerados, se aisló el ADNc de la a2,3-Sialiltransferasa de rata 

(Welnsteln et al, 1982; Glllepsle et al, 1992; Wen et al, 1992a). Con el uso de anticuerpos policlonales y una librería bacteriana 

preparada a partir de ARNm de hígado de rata, una clona fue identificada y purificada conteniendo la 

a2,6-Sialiltransferasa de este organismo (Welnsteln et al, 1987). Posteriormente, a partir de dos oligonucleótidos 

diseñados con la secuencia de la sialiltransferasa de rata, se analizó una librería bacteriana y se aisló la 

a2,6-Sialiltransferasa de humano (Lance et al, 1989; Grundmann et al, 1990). 

La a2,3-Sialiltransferasa humana fue clonada al expresar en células Burkitt-Namalwa una librería de 

ADNc e identificando células resistentes a la lectina RCA 120 (Ricinus communis aglutinina) que detecta 

Gal~ 1-4GlcNAc (Sasakl et al, 1993). 

Analizando las secuencias de las sialiltransferasas previamente clonadas se logró identificar regiones 

conservadas que ahora conocemos como sialylmotifs. Estas regiones pueden ser usadas para identificar 

nuevos genes o ADNc mediante técnicas basadas en PCA. Siendo una alternativa atractiva para la 

obtención de nuevos miembros de esta familia. 

Tres a2,6-Sialiltransferasas fueron clonadas de una librería de ADNc de embrión de pollo, usando 

oligonucleótidos degenerados diseñados en los sialylmotifs (Kurosawa et al, 1994; TsuJI, 1996). De igual forma, 

utilizando oligonucleótidos degenerados diseñados en los sialylmotifs se clonó la a2,3-Sialiltransferasa 

humana, de ratón y rata (Kitagawa et al, 1994a; Kitagawa et al, 1994b; Lee et al, 1994; Tsuji, 1996). La clonación de la a2,6-

Sialiltransferasa de ratón se llevó a cabo mediante el uso de oligonucleótidos degenerados en el 

síalylmotif L (Hamamoto et al, 1993). Las a2,6-Sialiltransferasas de vertebrados son muy similares, 

aprovechándose de esto, a partir del ADNc humano se identificó y clonó su ortólogo bovino (Mercier et al, 1999). 

La primera Sialiltransferasa de invertebrados en ser identificada, clonada y caracterizada fue la de 

Drosophila melanogaster (Fablnl et al, 2001; Fabinl et a~ 2002; Koles et al, 2004). Fue posible ya que su genoma está 

secuenciado. Actualmente se dispone de la secuencia completa del ADNc, su organización intrón/exón, 

su especificidad por sustrato, constantes catalíticas, además se conoce como se regula su expresión así 

como los tejidos y etapas de desarrollo donde este transcrito está presente. 
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Identificados y clonados los ADNc de Sialiltransferasas de diversos organismos, fue posible el desarrollo 

de estrategias para determinar su localización intracelular, especificidades por sustratos y análisis de 

expresión genética de estas enzimas. 

El ADNc de la a,2,6-Sialiltransferasa humana fue aislado de placenta y de células B. Al comparar estos 

dos transcritos se observó que poseen la misma región codificante, pero difieren en la región no traducida 

5'. Posteriormente, se identificó un tercer transcrito que no contiene dos exones de la región no traducida 

5' en células de hepatocarcinoma humano (Grundmann et al, 1990; Aashelm et al, 1993; Wang et al, 1993; Harduin-Lepers et al, 1995). 

Cada uno de los transcritos se produce a partir de diferentes promotores dentro del mismo gen, y estos 

se usan en forma tejido-específica. Con la a,2,3-Sialiltransferasa humana sucede un fenómeno similar ya 

que se han identificado transcritos de diferentes tamaños que están bajo regulación tejido-específica. 

El control de la N-glicosilación de glicoproteínas producidas en huéspedes no humanos es actualmente 

uno de los mayores retos en biotecnología. Recientemente, uno de los objetivos en nuestro laboratorio ha 

sido el estudio del procesamiento de glicoproteínas producidas en el sistema células de insecto­

baculovirus (SCIBV) . Tomando en cuenta las ventajas que ofrece y las limitaciones en cuanto a sus 

capacidades de N-glicosilación, al no realizar sialilación constitutivamente al producto recombinante. Se 

han desarrollado diversas estrategias para obtener las glicoproteínas recombinantes con el patrón de 

glicosilación lo más cercano a su contraparte nativa. 

Por estas razones, para evaluar el potencial real de sialilación que poseen los insectos nos fijamos por 

objetivo el identificar y clonar la última enzima de la vía de N-glicosilación: la Sialiltransferasa. Como 

material biológico se utilizó el mosquito Anopheles albimanus, insecto que es capaz de producir 

sialoglicoproteínas. Además se dispone de la información del genoma de An.gambiae organismo cercano 

filogenéticamente a An.albimanus. 

La identificación de dicha enzima y de su ADNc se puede constituir en una herramienta importante 

complementando la vía de N-glicosilación en células de insecto tradicionalmente usadas para la 

producción de glicoproteínas mediante baculovirus recombinantes. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Buscar evidencias de la presencia del gen que codifica para la a2,6-Sialiltransferasa en tejido de 

mosquito Anopheles albimanus. 

Objetivos Específicos 

a) Obtener la totalidad de la secuencia codificante del AONc de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles 

albimanus. 

b) Identificar en la secuencia proteica deducida los dominios y estructuras característicos que son 

comunes a las sialiltransferasas, mediante el uso de herramientas bioinformáticas. 

e) Realizar un análisis ontogenético de la expresión del transcrito de la a2,6-sialiltransferasa 

ide ntificado. 
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3. MATERIALES V MÉTODOS 

3.1. Búsqueda y Análisis de Secuencias 

Se tienen reportados AONc de a2,6-sialiltransferasas de diferentes organismos, éstos se muestran en la 

Tabla 2.2. A partir de estas secuencias de AONc y de sus respectivas proteínas, se realizaron búsquedas 

por medio de BlAST en diferentes bases de datos de acceso público, que contienen almacenados los 

resultados del programa de secuenciación del genoma del mosquito Anopheles gambiae (GenBank, 

ENSEMBl y TIGR). 

Las secuencias obtenidas como resultado del BlAST se compararon con secuencias de las a2,6-

sialiltransferasas ya reportadas. 

Los resultados de las comparaciones por medio de alineamientos arrojaron porcentajes de identidad y 

presencia de sialylmotifs. Se determinó cual secuencia corresponde a un gen ortólogo de la a2,6-

sialiltransferasa en el genoma de Anopheles gambiae. 

Las direcciones electrónicas de las bases de datos y de los programas en línea utilizados se muestran en 

el Anexo de esta tesis. 

3.2. Diseño de Oligonucleótidos 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos a partir de secuencias de AON ya caracterizadas. Se 

diseñaron oligonucleótidos degenerados a partir del consenso de secuencias de AON o de un consenso 

de secuencias de aminoácidos. 

Para el diseño de oligonucleótidos específicos es necesario tomar en cuenta: la longitud de los mismos, 

el tamaño de la amplificación, la Ta (temperatura de alineamiento), el %GC (que debe ser entre 40 y 

60%), la formación de horquillas y evitar la formación de dímeros. Todo este tipo de cálculos pueden 

realizarse con la ayuda de programas disponibles en internet, tales como: Oligonucleotide Properties 

Calculador, Biopolymer calculador, OligoAnalizer 3.0, y algunos otros. 

En el caso de oligonucleótidos degenerados se requiere de un alineamiento de secuencias, ya sea de 

nucleótidos o de aminoácidos. Este tipo de análisis se realizan con programas especializados tales como: 

MultAlin, lALlGN y THE MEMElMAST SVSTEM. 

En el caso de un consenso de nucleótidos, se localizan las regiones más conservadas y de menor grado 

de degeneración. Se analizan segmentos de talla especificada en sus propiedades de Ta, %GC, 

formación de horquillas y dímeros, hasta encontrar aquellas que posean las mejores características. En el 

caso de un consenso de aminoácidos, se localizan las regiones conservadas y dentro de ellas, aquellos 

residuos que estén codificados por el menor número de codones de acuerdo al código genético. Una vez 

definida una zona se identifican los codones correspondientes a cada aminoácido, a partir del código 
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genético y del uso de codones específico. discriminando aquellos codones que son poco frecuentes y 

prefiriendo aquellos más frecuentes, definiendo así las secuencias preferenciales de ADN. 

Todos los oligonucleótidos diseñados y usados es este trabajo (salvo aquellos explícitamente 

especificados) fueron sintetizados por la Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de 

Biotecnología/UNAM. 

3.3. Material Biológico 

Mosquitos Anopheles albimanus en las etapas de huevecillos, larvas, pupas, adultos machos y adultos 

hembras, fueron amablemente donados por el Bioterio del I.N.S.P. (Cuernavaca, Morelos), estos fueron 

cultivados a 25-28 OC, 80% humedad, bajo ciclos de 12 h luz-oscuridad, y mantenidos en solución 10% 

sacarosa durante las etapas adultas. 

Las muestras que no se procesaron inmediatamente, se almacenaron congeladas a -70OC. 

3.4. Extracción de ARN total 

Se utilizó el método de purificación de ARN por extracción con fenol ácido - tiocianato de guanidina -

cloroformo. Modificación del método Chomczynski-Sacchi (Chomczynskl eta/, 1987). 

MATERIALES UTILIZADOS: 

1. Mezcla cloroformo-alcohol isoamílico. Mezcla 49:1 v/v de cloroformo y alcohol isoamílico. 

2. Etanol. Grado biología molecular libre de nucleasas. 

3. Isopropanol. Grado biología molecular libre de nucleasas. 

4. Nitrógeno líquido. 

5. Fenol ácido. Equilibrado con buffer de citratos a pH 4. 

6. Acetato de sodio 2M, pH 4.0. 

7. Solución D. 4 M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sodio·2H20, 0.5% (w/v) lauril 

sarcosina de sodio, 0.1 M ~-mercaptoetanol. 

8. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 ~m. 

9. Mortero y pistilo. Tratados con DEPC-H20. 

PROCEDIMIENTO: 

Usar guantes y cubreboca, trabajar en campana de flujo laminar. 

1. Preparar la muestra para purificación de ARN. 

a) Colectar la muestra (fresca o congelada a -70 OC) y colocarla en mortero. 

b) Adicionar nitrógeno líquido y pulverizar la muestra con pistilo. 

e) Transferir la muestra pulverizada a un tubo limpio estéril libre de nucleasas y adicionar 2 

mi de solución D por cada 50 larvas de mosquito o 1x106 células. 

d) Homogenizar la muestra en vortex por 15-30 segundos. 
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2. Transferir la muestra a un tubo limpio y secuencialmente adicionar 0.1 mi de acetato de sodio 2 M 

pH 4.0, 1 mi de fenol ácido, y 0.2 mi de mezcla cloroformo-isoamílico por mililitro de solución D. Después 

de la adición de cada reactivo, tapar el tubo y mezclar completamente por inversión. 

3. Mezclar vigorosamente con vortex por 10 segundos. Incubar el tubo por 15 min en hielo. 

4. Centrifugar el tubo a 10000 g por 20 min a 4 'C, Y después transferir la fase superior acuosa que 

contiene el ARN extraído a un tubo nuevo. 

5. Adicionar 1 volumen de isopropanol a la fase acuosa de ARN. Mezclar por inversión y permitir 

precipitación del ARN por 1 hora a -20 'C. 

6. Recolectar el ARN precipitado por centrifugación a 10000 g por 30 min a 4 'C. 

7. Cuidadosamente decantar el isopropanol y disolver el pellet en 0.3 mi de solución D por cada 

mililitro de esta solución usada en paso 1. 

8. Transferir la solución a un tubo nuevo, mezclar por vortex, y precipitar el ARN con 1 volumen de 

isopropanol por 1 hora a -20'C. 

9. Recolectar el ARN precipitado por centrifugación a máxima velocidad por 10 min a 4 'C. 

10. Decantar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol 75%, centrifugar a máxima velocidad por 10 

min a 4ce. 
11. Secar la muestra hasta que el etanol se haya evaporado, pero no permitir que el pellet se seque 

completamente. 

12. Adicionar 50-100 JlI de agua libre de nucleasas, mezclar hasta disolver el pellet de ARN y 

almacenarlo a -70 ce. 
13. Determinar la concentración de ARN por medio de espectrofotometría midiendo absorbancia a 

260 nm de una alícuota del ARN purificado. 

3.5. Tratamiento de ARN con DNasa I 

Para remover ADN contaminante de las muestras de ARN y subsecuentemente remover la DNasa I y los 

cationes divalentes de la muestra, se utilizó el producto DNA-free™ (DNAase Treatment & Removal 

Reagents, Ambion). Con este procedimiento, es posible remover cantidades pequeñas o moderadas de 

ADN contaminante (hasta 10 Jlg/JlI) del ARN purificado a un nivel indetectable por RT -PCA. 

COMPONENTES UTILIZADOS: 

1. DNasa 1, libre de RNasa (2 unidadesIJlI). Una unidad de DNasa I es definida como la cantidad 

de enzima que degradará 1 Jlg de ADN en 10 min a 37 ce. 
2. 10X DNase Buffer. 100 mM Tris-CI pH 7.5,25 mM MgCI2, 1 mM CaCI2 

3. DNase Inactivation Reagent. 

4. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 Jlm. 

PROCEDIMIENTO: 

Se siguió el protocolo del fabricante, haciendo algunas modificaciones aquí mostradas. 

?1 
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1. Una vez cuantificada la muestra de ARN diluir la alicuota a tratar a 100 llg/ml con agua libre de 

nucleasas. Adicionar 0.1 volumenes de 10X DNase Buffer y'1 III de DNasa I por cada 50 JlI de muestra de 

ARN. 

2. Mezclar cuidadosamente e incubar a 37 OC por 1 hora. 

3. Resuspender el DNase Inactivation Reagent por medio de vortex. Adicionar 0.2 volumenes a la 

muestra. 

4. Mezclar con cuidado e incubar por 10 min a temperatura ambiente. Mezclar cada minuto durante 

el tiempo de incubación para evitar precipitación del DNase Inactivation Reagent. 

5. Centrifugar a 10000 9 por 2 min hasta formación de un precipitado que contiene el ONase 

Inactivation Reagent, el ADN contaminante, cationes divalentes y la DNasa 1. 

6. Transferir el ARN tratado a un tubo nuevo. 

7. Determinar la concentración de ARN por medio de espectrofotometría midiendo absorbancia a 

260 nm de una alícuota del ARN tratado. 

3.6. Síntesis de ADNc 

La síntesis de la primera cadena del ADNc a partir de un templado de ARN es realizada por una 

Transcriptasa Reversa. En este caso, una versión modificada genéticamente de Moloney Murine 

Leukemia Virus Reverse Transcriptase (RevertAid™ M-MuLV RT, Fermentas) con baja actividad de 

RNasa H. La síntesis de la primera cadena del ADNc puede real izarse a partir de dos tipos de 

oligonucleótidos diferentes: 

.... Oligo(dThs: en el extremo 3' de los ARNm poli(At, sólo los ARNm con tallo poli(A) son 

templados para la síntesis del ADNc. 

.... Oligo Secuencia Específica: a partir de un sitio específico de unión de los oligonucleótidos 

utilizados sobre el ARNm. 

El ADNc sintetizado puede ser utilizado como templado en PCR, ya que las condiciones de síntesis de 

ADNc son compatibles puede adicionarse directamente a la mezcla de reacción PCR. La primera cadena 

de ADNc sintetizada, puede ser templado para síntesis de la segunda cadena. En este caso, se utilizó el 

RevertAid™ First Strand cONA Síntesis Kit (Fermentas Life Sciences). 

COMPONENTES UTILIZADOS: 

1. Revert Aid
lM 

M-MuLV Reverse Transcriptase (200u*/J.d). La enzima en solución en buffer 50 

mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.1 M NaCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.1% Triton® X-100 y 50°/0 glicerol. 

2. RiboLock
1lil 

Ribonuclease Inhibitor (20u**/J.d). La enzima en solución en buffer 20 mM HEPES-

NaOH (pH 7.5), 50 mM NaCI, 8 mM DTI, 0.5 mM ELUGENT® Detergent y 50% glicerol. 

3. 5X Reaction Buffer. 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM MgCI2 y 50 mM DTT. 

4. 10mM dNTP Mix. Solución acuosa de 10 mM de dGTP,dATP, dTTP y dCTP. 

5. Oligo(dT)18' Solución acuosa a 0.5119/111. 

6. Oligo Secuencia Específica. Solución acuosa a 20 pmolllll de oligonucleótido o mezcla de 

oligonucleótidos. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

7. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 J.lm. 

* Una unidad de Revert Aid™ M-MuLV Reverse Transcriptase incorpora 1 nanomol de dTMP en una 

fracción de polinucleótido en 1 Omin a 37 ce. 
** Una unidad de RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor inhibe la actividad de 5ng de RNase H en 50%. 

PROCEDIMIENTO: 

Procedimiento para la síntesis de la primera cadena del ADNc que servirá como templado en PCA. 

1. Preparar la siguiente mezcla de reacción en un tubo en hielo: 

Templado ARN ARN total 0.1-5J.lg 

ó ARN poli(At 10ng-0.5 J.lg 

Oligonucleótido Oligo(dT)18 (0.5 J.lg/J.lI) 1 J.l1 

u Oligo Secuencia Específica (20pmol/J.lI) 1 J.l1 

Agua libre de nucleasas completar 12 J.l1 

Mezclar con cuidado y colectar las gotas con una breve centrifugación. 

2. Incubar la mezcla a 70°C por 10 minutos, colocar en hielo y colectar las gotas con una breve 

centrifugación. 

3. Colocar el tubo en hielo y adicionar los siguientes componentes en el orden indicado: 

5X Reaction Buffer 4 J.l1 

RiboLock
1M 

Ribonuclease Inhibitor (20 u/J.ll) 

1 OmM dNTP Mix 

Mezclar cuidadosamente y colectar las gotas con una breve centrifugación. 

4. Incubar a 37°C por cinco minutos. 

5. Adicionar 1 J.l1 de RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/J.lI) para obtener un volumen 

final de 20 J.ll. 

6. Incubar la mezcla a 43°C por 60 minutos. 

7. Detener la reacción calentando a 70°C por 10 minutos. Colocar en hielo. 

La primera cadena de ADNc sintetizada puede ser usada directamente para amplificación por PCR. 

3.7. Amplificación por PCR 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) permite la producción de 

millones de copias de la secuencia de un ADN templado a partir de unas pocas copias. La especificidad 

de la técnica radica en que la muestra no debe estar contaminada con otros ADN o productos 

previamente amplificados, además del tipo de oligonucleótidos utilizados para la secuencia del templado 

que se desea amplificar. Se utilizaron la Taq DNA Polymerase (NEB), la VentR DNA Polymerase (NEB) 

y ProofStart DNA Polymerase (QIAGEN). Dependiendo del tipo de templado y de las condiciones de 

reacción deseadas, se utilizaron estas ADN polimerasas en las diferentes aplicaciones. 

COMPONENTES UTILIZADOS: 

1. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 J.lm. 
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8. MATERIALES Y METOOOS 

2. 10mM dNTP Mix. Solución acuosa de 10 mM de dGTP,dATP, dTTP Y dCTP (Fermentas). 

3. Oligonucleótidos. Sintetizados por la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de 

BiotecnologíaJUNAM. Resuspendidos en agua libre de nucleasas a una concentración de 5 a 25pmol/~1. 

4. 10X ThermoPol Reaction Buffer. 

5. 100mM MgS04• En solución acuosa. 

6. 10X ProofStart DNA Buffer. 

7. 25 mM MgS04• En solución acuosa. 

8. Taq DNA Polymerase. 5 u/~I. 

9. VentR DNA Polymerase. 2 u/~I. 

10. ProofStart DNA Polymerase. 2.5 u/~I. 

PROCEDIMIENTO: 

Para la realización de varias reacciones en forma paralela, se prepara una mezcla que contiene agua 

libre de nucleasas, 10X Buffer, dNTPs y DNA polimerasa, una vez alicuotada en tubos individuales, se 

adicionan los oligonucleótidos y templado correspondientes. 

1. Descongelar y homogenizar todas las soluciones. 

2. Adicionar en un tubo de O.5ml en hielo lo siguiente: 

Para reacciones con Taq DNA Polymerase: a) 

Reactivo Concentración Final Cantidad por 251.11 de mezcla de reacción 

Agua libre de nucleasas variable 

10X ThermoPol Buffer 1X 2.5~1 

10mM dNTP Mix O.2mM O.5~1 

Oligonucleótido Sentido O.1-2~M variable 

Oligonucleótido Antisentido O.1-2~M variable 

Taq DNA Polymerase (5u/~I) 1.25u O.25~1 

Templado ADN 1 Opg-1 ~g variable 

b) 

Reactivo 

Para reacciones con VentR DNA Polymerase: 

Concentración Final Cantidad por 251.11 de mezcla de reacción 

Agua libre de nucleasas variable 

10X ThermoPol Buffer 1X 2 .5~1 

1 OmM dNTP Mix O.2mM O.5~1 

Oligonucleótido Sentido O.1-2~M variable 

Oligonucleótido Antisentido O.1-2~M variable 

VentA ® DNA Polymerase (2u/~I) 1.25u O .25~1 

100mM MgS04 2-6mM variable 

Templado ADN 10pg-1~g variable 
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e) 

Reactivo 

Para reacciones con ProofStart DNA Polymerase: 

Concentración Final Cantidad por 2SJ.11 de mezcla de reacción 

Agua libre de nucleasas variable 

10X ThermoPol Buffer 1X 2.5JlI 

1 OmM dNTP Mix O.3mM O.75JlI 

Oligonucleótido Sentido O.1-2JlM variable 

Oligonucleótido Antisentido O.1-2JlM variable 

ProofStart DNA Polymerase 2.5u 1 JlI 

(2.5u/JlI) 

25mM MgS04 2mM 2JlI 

Templado ADN 1 Opg-1 Jlg variable 

3. Mezclar cuidadosamente y centrifugar brevemente para colectar las gotas pegadas en las 

paredes del tubo. 

4. Colocar los tubos en termociclador (peR Sprint HYBAID). 

5. Cargar, verificar y correr programa de termociclador: 

Los tiempos de las diferentes etapas, así como la temperatura de alineamiento dependerán de los 

oligonucleótidos utilizados, del templado, la longitud de la amplificación y del tipo de DNA polimerasa 

utilizada en la reacción PCR, que serán específicos en las diferentes aplicaciones. 

6. Una vez concluido el programa en el termociclador, verificar productos de amplificación en gel de 

agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio y visualizado con transiluminador UV. 

REAMPLlFICACIONES seminested-PCR 

Para generar productos de amplificación específicos o confirmar identidad de amplificaciones, se recurrió 

a seminested-PCR, en las cuales se repite la amplificación, pero con la adición de un nuevo 

oligonucleótido manteniendo uno de los oligonucleótidos con los cuales se realizó la amplificación 

original. Esto se ejemplifica en la Figura 3.1. 

~190 senl° 1 3' 

3·lii'lI!IIam ..... ------....... _. S' 
ONgo antlsentldo 1 

~~lmgOmsemnt1.,0 .... 1 ____ ~-....... __ 3' 

.... S' 
Ollgo .nllsentldo 2 

3 ·rmmiil'l!illl!!l~----IIIIII.~. S· 
01190 anllsentldo 2 

Primera amplificación PCR con los oligonucleótidos 
Sentido 1-Antisentido 1 

Segunda amplificación PCR con los ol igonucleótidos 
Sentido 1-Antisentido 2 

Producto de reamplificación seminested-PCR 

Figura 3.1. Procedimiento seminested-PCR 

En la Figura 3.1. se ejemplifica una seminested-PCR donde se mantiene el oligonucleótido sentido que 

se utiliza en la primera amplificación, y sustituyendo en oligonucleótido antisentido 1 por otro que se 

encuentra hacia su 3' (oligonucleótido antisentido 2) en una segunda amplificación PCA. Esto mismo 
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puede realizarse manteniendo el oligonucleótido antisentido 1 y sustituyendo el oligonucleótido sentido, 

por otro que se encuentre hacia el 3'. 

REAMPLlFICACIONES nested-PCR 

Al igual que la seminested-PCR, en este procedimiento se pretende generar productos de amplificación 

específicos o confirmar identidad de amplificaciones, en este caso ambos oligonucleótidos (sentido y 

antisentido) son sustituidos en la PCR por otros que se encuentran hacia el 3' de sus respectivas 

orientaciones sobre el templado, dando un producto de amplificación de talla específica, por lo que este 

procedimiento nos sirve como método de discriminación de amplificaciones inespecíficas. 

~~190 senlO 1 3 ' 

3·1IIi!Im1!m'Íl!,...------...... i_.5· 
01190 Intlaentldo 1 

~~llIIIIlIg°llmsellmnlDo_1 ____ ~-..... __ 3 ' 

.-01190 antlsentldo 2 

OIlgo sentido 2C:=::::> 
3' • 5' 

01190 antbentldo 1 

Ollgo sentido 2 

cE2:=:::J--------..... --.:: 
.01l90 antlsentldo 2 

Primera amplificación PCR con los oligonucle6tidos 
Sentido 1-Antisentido 1 

Segunda amplificación PCR con los oligonucleótidos 
Sentido 2-Antisentido 2 

Producto de reamplificación nested-PCR 

Figura 3.2. Procedimiento nested-PCR 

En la Figura 3.2., se observa como se realiza la nested-PCR, sustituyendo los oligonucleótidos originales 

(sentido 1 y antisentido 1) por oligonucleótidos internos (sentido 2 y antisentido 2), durante la 

reamplificación. 

3.8. Purificación de Amplificaciones 

La purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizó con el Rapid Gel 

Extraction System (Marligen BioScience Inc). Utilizando columnas que contienen una membrana de 

silica para capturar y purificar fragmentos de ADN. La muestra purificada de esta forma puede ser 

utilizada en diferentes aplicaciones incluyendo clonación y amplificación por PCR. 

COMPONENTES UTILIZADOS: 

1. Gel Solubilization Buffer (L 1). Contiene perclorato de sodio, acetato de sodio y solubilizador 

TBE. 

2. Wash Buffer (L2). Contiene NaCI, EDTA, Tris-HCI y etanol. 

3. Columnas de silica. 

4. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 J.lm . 

PROCEDIMIENTO: 

Modificación del protocolo del manual del producto. Las centrifugaciones se realizan a temperatura 

ambiente. 



e 
e 
e 
e 

8. MATERIALES Y METODOS 

1. Cortar el fragmento(s) de ADN que se desean purificar directamente del gel de agarosa 1-2% con 

la ayuda de un bisturí, visualizando el ADN en transiluminador UV. 

2. Pesar el fragmento de gel cortado que contiene el ADN a purificar, y adicionar 100 JlI de Gel 

Solubilization Buffer (L 1) por cada 10 mg de gel. 

3. Solubilizar el gel en el Buffer L 1 incubando a 55 CC por 15 min en baño de agua, mezclando cada 

3 min para asegurar completa solubilización del gel. Una vez que el gel se disuelva, incubar 10 min 

adicionales. 

4. Colocar una columna de sílica en un tubo eppendorf. Adicionar la mezcla del Paso 3 dentro de la 

columna y centrifugar a 10000 g por 2 mino Eliminar el líquido colectado en el tubo. 

5. Colocar la columna de silica dentro de otro tubo eppendorf y adicionarle 500 JlI de Buffer L 1 . 

Incubar por 2 min a temperatura ambiente y centrifugar a 10000 g por 2 mino Eliminar el líquido colectado 

en el tubo. 

6. Colocar la columna de sílica dentro de otro tubo eppendorf y añadir 700 JlI de Wash Buffer (L2). 

Incubar por 5 min a temperatura ambiente y centrifugar a 12000 g por 2 mino Eliminar el líquido colectado 

en el tubo y centrifugar nuevamente a 10000 g por 2 mino 

7. Eluir el ADN de la columna de sílica añadiendo 25-50 JlI de agua libre de nucleasas calentada a 

70CC. Incubar a temperatura ambiente por 2 min y centrifugar a 12000 g por 2 mino 

8. Cuantificar la muestra de ADN por espectrofotometría a 260 nm. 

3.9. Clonación de Amplificaciones 

La clonación de amplificaciones se realizó por medio del Zero Blunte TOPOe PCR Cloning Kit for 

Sequencing (Invitrogen Life Technologies). Por medio de ligación directa de productos de PCR con 

extremos romos (blunt-end) en el plásmido vector para secuenciación. Estos son generados por una DNA 

polimerasa termoestable con proofreading (por ejemplo: VentR DNA Polymerase) y purificados por medio 

de Rapid Gel Extraction System (Marligen BioScience Inc) . 

COMPONENTES UTILIZADOS: 

1. TOPO vector pCRe-Blunt U-TOPOe. 10 ng/JlI en 50% glicerol, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4 @ 25CC), 

1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0.1% Triton X-100, 100 mg/ml BSA y 30 JlM Bromophenol blue. 

2. Salt Solution. 1.2M NaCI y 0.06 M MgCI2 . 

3. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 Jlm. 

4. Medio SOCa 2% Tryptone, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCI, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2 , 

10 mM MgS04 y 20 mM glucosa. 

5. Células Competentes TOP-10. E. coli químicamente competentes, preparadas de acuerdo al 

protocolo mostrado en el Anexo. 

6. Placas Medio LB. Placas de medio LB con 50 Jlg de ampicilina/ml o 50 Jlg de kanamicina/ml. 

PROCEDIMIENTO: 

CLONACiÓN 

1. Preparar la mezcla de reacción en un tubo de 0.2 mi estéril, adicionando lo siguiente: 
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Reactivo 

Producto PCR a clonar 

Salt Solution 

Agua libre de nuclesas 

TOPO® vector 

Volumen Final 

? Cantidad 

0.5-4 J.l1 (20-50 ng de ADN) 

1 J.l1 

completar 5 J.l1 

1 J.l1 

6 J.tI 

Mezclar bien los componentes antes de adicionar el TOPO® vector, pipetear el TOPO® vector con 

cuidado y adicionarlo a la mezcla, mezclando cuidadosamente con la punta de la pipeta solo con 

movimientos circulares, no por pipeteo de la mezcla. 

2. Incubar la mezcla anterior por 5-30 min a temperatura ambiente (22-25OC). 

TRANSFORMACiÓN DE CÉLULAS QUíMICAMENTE COMPETENTES 

3. Colocar la mezcla en hielo y preparar las células competentes a transformar. Esta mezcla puede 

almacenarse a -20 OC para su posterior uso. 

4. Descongelar un vial de células competentes TOP-10 al colocarlo en hielo por 5 min 

aproximadamente. 

5. En un tubo, añadir 50 J.l1 de células competentes TOP-10 y 3 J.l1 de la mezcla de reacción (Paso 3) 

y mezclando cuidadosamente con la punta de la pipeta solo con movimientos circulares, no por pipeteo 

de la mezcla. 

6. Incubar en hielo por 5-30 mino 

7. Realizar choque térmico incubando la mezcla a 42 OC por 30 seg en baño de agua, procurando no 

agitar la mezcla. 

8. Inmediatamente poner el tubo en hielo. 

9. Adicionar 250-300 J.l1 de medio SOCo 

10. Agitar colocando el tubo horizontalmente en incubadora a 200 rpm y 37 OC por 1-2h. 

11 . Sembrar en placa de medio LB con antibiótico (50 Jlg de kanamicina/ml) 50 JlI del cultivo de 

células transformadas. 

12. Incubar a 37 OC por 8-12 h, hasta observar colonias separadas. 

13. Proceder a análisis de colonias transformantes. 

ANÁLISIS DE TRANSFORMANTES 

El vector pCR-Blunt 11-TOPO utilizado permite la selección mediante el gen ccdB que es letal para E.coli. 

La ligación del inserto no permite la expresión de ccdB, permitiendo solo el crecimiento de células que 

sean transformantes positivas. 

Para analizar las transformantes positivas, e identificar las que tienen el inserto en la forma adecuada, se 

pueden seguir dos alternativas no excluyentes que pueden complementarse y que se pueden aplicar, ya 

sea para una búsqueda rápida o una más detallada. 
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1. ANÁLISIS DE TRANSFORMANTES POR PCR 

a) Para cada colonia a analizar, preparar una mezcla de reacción PCR conteniendo lo 

siguiente: 

Reactivo Concentración Final Cantidad por 2SJ.1I de mezcla de reacción 

Agua libre de nucleasas variable 

10X ThermoPol Buffer 1X 2.5 J-l1 

10 mM dNTP Mix 0.2 mM 0.5 J-l1 

Oligonucleótido M13-Reverse O.4J-lM 1 J-l1 @ 10 pmol/J-l1 

Oligonucleótido M13-Forward 0.4 J-lM 1 J-l1 @ 10 pmol/J-l1 

Taq DNA Polymerase (5 u/J-ll) 1.25 u 0.25 J-l1 

Templado ADN 10 pg-1J-lg variable 

Se utilizan los oligonucleótidos M13 (Tabla 3.1.) para amplificar una región del vector que contiene 

el inserto. 

b) Picar las colonias con un palillo estéril y resuspender en la mezcla de reacción PCR. 

e) Colocar los tubos en termociclador (PCR Sprint HYBAID). 

d) Cargar, verificar y correr programa de termociclador: 

e) Una vez concluido el programa en el termociclador, verificar productos de amplificación 

en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio y visualizado con transiluminador UV. 

f) Se darán como transformantes positivas aquellas que den amplificación de la talla 

esperada de la sumatoria del fragmento del vector desde los sitios M13 (Figura) más el tamaño 

aproximado del inserto clonado. 

g) Se verifican estas amplificaciones por PCR con oligonucleótidos específicos del inserto 

clonado y/o con patrón de restricción con EcoRI. 

h) Las colonias positivas se cultivan por 8-12 h en medio LB o SOC con 50 J-lg de 

ampicilina/ml o 50 J-lg de kanamicina/ml para purificación de plásmido para secuenciación. 

2. ANÁLISIS DE TRANSFORMANTES POR PATRÓN DE RESTRICCiÓN 

a} Seleccionar algunas colonias y realizar cultivo en medio LB o SOC con 50 J-lg de 

ampicilina/ml 050 J-lg de kanamicina/ml por 8-12 h. 

b) Purificar plásmidos. 

e) Realizar análisis de patrón de restricción (con enzima EcoRI o alguna dentro del vector o 

inserto) y comparar tamaños de los fragmentos obtenidos respecto a los esperados con la enzima 

utilizada. 

d) Se darán como transformantes positivas aquellas que den el patrón de restricción 

esperado. 

e} Como alternativa, se puede hacer análisis por PCR de los plásmidos purificados. 

29 



e 
e 

e 
e 
e 

3. MATERIALES ~ METODOS 

Una vez identificadas las transformantes positivas, se procede a purificación de plásmido para 

secuenciación del inserto. Para secuenciar, se dispone de cuatro oligonucleótidos que están dentro de la 

secuencia del vector, estos son: M13 Forward( -20) y M13 Reverse, además de los oligonucleótidos que 

generaron el fragmento clonado. Figura 3.3 . 
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Fus:on jOlnt: bases sn -585 
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Zeocin resistan<:e ORF: bases 2238-2612 
pUC origín: bases 2724·3397 

\ ¡ 

Figura 3.3. Mapa del vector pCR··Blunt 11· TOPO (Invitrogen). 

3.1 0. Purificación de Plásmidos 

La purificación de ADN plasmídico, se realizó con un procedimiento de hidrólisis alcalina/SDS modificado 

por medio del Rapid Plasmid Miniprep System (Marligen BioScience lnc) con columnas de membranas 

de sílica donde el ADN plamídico es adsorbido selectivamente. Los plásmidos purificado por este método 

son aptos para varias aplicaciones, incluyendo secuenciación automatizada de ADN. 

COMPONENTES UTILIZADOS 

1. Cell Suspensión Buffer (G1). 50 mM Tris-HCI (pH 8.0),10 mM EDTA. 

2. RNasa A. 20 mg/ml en Cel! Suspension Buffer (G1) . 

3. Cell Lysis Solution (G2). 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v). 

Neutralization Buffer (G3). Contiene acetato y guanidina (Formulación del fabricante). 4. 

5. 

6. 

Wash Buffer (G4). Contiene NaCI, EDTA y Tris-HCI (pH 8.0) (Formulación del fabricante). 

Optional Wash Buffer (GX). Contiene acetato, guanidina hidrocloride, EDT A Y etanol 

(Formulación del fabricante). 

7. Columnas de silica. 

8. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 ~m . 
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3. MATERIALES ~ METODOS 

PROCEDIMIENTO: 

Modificación del protocolo del manual del producto. Las centrifugaciones se realizan a temperatura 

ambiente. 

1. Realizar cultivo en medio LB hasta tener una densidad de 1 a 1.5 unidades A600 por mI. 

2. Tomar de 3-5 mi de medio y centrifugarlo a máxima velocidad por 5 min, eliminar el 

sobrenadante. 

3. Adicionar 250 JlI de Buffer G1 (que contiene la RNasa A) al pellet de células, resuspender las 

células en el buffer. 

4. Adicionar 250 JlI de Buffer G2, mezclar con cuidado por inversión del tubo (5 veces). Incubar a 

temperatura ambiente por 5 mino 

5. Adicionar 350 JlI de Buffer G3, mezclar inmediatamente por inversión del tubo (5 veces). 

Centrifugar la mezcla a 12000 9 por 10 mino 

6. Colocar una columna de silica dentro de un tubo eppendorf y añadir el sobrenadante del Paso 5. 

Centrifugar a 12000 9 por 1 min, eliminar el líquido colectado en el tubo. 

7. Adicionar 500 JlI de Buffer GX e incubar a temperatura ambiente por 1 mino Centrifugar a 12000 9 

por 1 min, eliminar el líquido colectado en el tubo. 

8. Adicionar 700 JlI de Buffer G4 y centrifugar a 12000 9 por 1 mino Eliminar el líquido colectado en 

el tubo. Centrifugar otra vez a 12000 9 por 1 min para remover todo el buffer de la columna. 

9. Colocar la columna en un tubo nuevo, para eluir los plásmidos de la columna adicionar 75-100 JlI 

de agua libre de nucleasas calentada a 65-70 CC. Incubar a temperatura ambiente por 2 min y centrifugar 

a 12000 9 por 2 mino 

10. Cuantificar el plásmido eluido por espectrofotometría (A260). 

3.1 1. Secuenciación de ADN 

La secuenciación de ADN se realizó en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de 

Biotecnología/UNAM, por el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fluorescence-Based 

Sequencing (Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo 377-18EI). 

El ADN plasmídico purificado por medio del Rapid Plasmid Miniprep System (Marligen BioScience Inc) 

es verificado en gel de agarosa 1 % Y cuantificado por espectrofotometría (A260/A280) . Se entregan 750-

1000 ng de ADN plasmídico en un volumen de 15 Jll. Los oligonucleótidos son adicionados en la Unidad 

de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología/UNAM de acuerdo a la información 

proporcionada en la solicitud del servicio de cada muestra a secuenciar. Tabla 3.1. 

TABLA 3.1. Oligonucleótidos para secuenciación. 

Oligonucleótido Secuencia 

M13 Forward (-40) 5' -GTTTTCCCAGTCACGTTGTA-3' 

M13 Reverse 5' -TTGTGAGCGGATAACAATTTC-3 

T3 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 

T7 5'-CGCATTTAACCCTCACTAAAG-3' 
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Después del proceso de secuenciación automatizada por el método ya mencionado, se obtiene el 

electroferograma resultado de la secuenciación que contiene la secuencia de ADN. 

Las secuencias obtenidas de los electroferogramas se analizan por medio de BLAST al analizar el 

porcentaje de identidad, la expectancia, presencia de gaps, presencia de sia/y/motifs (L, S Y VS) y 

algunos otros residuos importantes característicos, respecto a las secuencias de las 0.2,6-

sialiltransferasas ya reportadas. También se realiza la traducción a aminoácidos para realizar este mismo 

análisis, determinando de esta forma si las secuencias obtenidas corresponden o no a una 0.2,6-

sial i Itransferasa. 

3.12. RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

Rapid Amplification of cONA Ends (RACE) es un procedimiento para la amplificación de secuencias de 

ácidos nucleicos de un templado de ARN mensajero entre un sitio interno definido y cualquiera de los 

extremos del ARNm, el 3' o el 5'. Esta metodología de amplificación con especificidad hacia algún 

extremo del templado ha sido descrita como one-sided PCR o anchored PCR. 

El procedimiento RACE ha sido usado para amplificación y clonación de ARNm poco abundantes o 

análisis de librerías de ADNc. Los productos generados por el 3' y 5' RACE pueden ser combinados para 

generar ADNc de longitud completa, así como la caracterización de secuencias codificantes 

desconocidas. Es estrictamente necesario conocer la secuencia específica de algún fragmento del ARNm 

del cual se desea amplificar los extremos 3' y 5', ya que en este es donde se realizará el diseño de 

oligonucleótidos específicos a partir de los cuales se harán las amplificaciones hacia los extremos. 

3.12.1. Diseño de oligonucleótidos para RACE 

Para la amplificación de alguno de los extremos del ADNc de interés, es necesario diseñar dos 

oligonucleótidos específicos (GSP) para cada procedimiento: 3' -RACE o 5' -RACE. Estos oligonucleótidos 

son diseñados sobre un fragmento de ADN conocido, al que se le llama región de sobre/ape, para la 

amplificación del extremo 5' se utilizan oligonucleótidos antisentido específicos (GSP1 y NGSP1) y para 

la amplificación del extremo 3' se utilizan oligonucleótidos sentido específicos (GSP2 y NGSP2) (Figura 

3.4.). 

región de amplificación 
S',RACE 

región conocida del ADNc (sobrelape) 

NGSP2 

n ~:. región de amplificación 
3'·RACE 

I '1 
S' - rJ\fVV'lf'vrvv\.f\MIV\IIIWWtJIMJ\MJ"lAAMf\f\MN\JI'J\N\MJ\f\/\J'\MN'N NAAAAÁ-3' 
3' - I 'NNTTTTT -5' 

~ GSPl 
Representación del RACE 
(Rapid Amplification of cDNA Ends) 

Figura 3.4. Representación de procedimientos RACE y localización de oligonucleótidos específicos sobre 
fragmento de AONc conocido (Modificado de BO SMART RACE cONA Amplification Kit User Manual). 
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8. MATERIALES Y METODOS 

Los oligonucleótidos específicos sentido y antisentido diseñados deben ser de 23 a 28 bases de longitud, 

con un 50-70% GC y una Tm de al menos 65 ce o si es posible, cercana a los 70 ce. Evitar además que 

sean secuencias complementarias entre los mismos oligonucleótidos y con las secuencias de los 

adaptadores añadidos en los extremos del AONc. 

3.12.2. 5 '·RACE (Rapid Amplificatíon 01 cDNA Ends) 

Para la síntesis del AONc para el 5'-RACE se utilizó el BO SUART RACE cONA Amplification Kit (SO 

Siosciences Clontech) que utiliza la tecnología SMART (Switching Mechanism At 5' end of RNA 

Transcript) en la síntesis del AONc, mediante el oligonucleótido SO SMART II
nI 

A Y la transcriptasa 

reversa SO PowerScript
nl

, que exhibe actividad dNTP transferasa en el extremo del ARNm adicionando 3 

a 5 residuos (predominantemente dC) en el extremo 3' de la primera cadena del AONc (Figura 3.5.). El 

oligonucleótido SO SMART II
nI 

A contiene un extremo con residuos G que se alinean con las dC 

adicionadas en el extremo del ADNc. Sirviendo como extensión para la síntesis del ADNc por parte de la 

transcriptasa reversa y teniendo de esta forma un adaptador en el extremo 5' del transcrito. 

ARNm Tallo poli (A) 

s'------~ ",NV'l'T'1'_~S ' 
5',(;05 

S' ~ 

3'ccc_ - - - - - - -",NV'l'T'1'_~S' AONc 

BD SMART 11 A 
S'IIIIIIIIIiIIIIIGGC ~ 

3'CCC_ - - - - - - -",NV'l'T'1'_~S' AONc 

BD SMART 11 A 
S'_GG'c ~ 

3'IIIIIIiIIIIiIIICCC_ - - - - - - -",NV'l'T'1'_~5' AONc 

S' la
Up S 

3'I!IIIIIlIIIIIIICCC •• --'!l"'1 --GSP1--NV'l'T'1'-~5' AONc 

,3 ~ 

S'=====:::=3' 3' S' 

Alineamiento de oligonucleótido S 'cos al 
ARNm poli(A)+ 

Amplificación desde S' -COS usando una 
Transcriptasa Reversa (RT-PCR) 

Alineamiento de oligonucleótido BO SMART 
11 A en extremo 3 ' del AONc sintetizado 

Continua la síntesis del AONc sobre el 
oligonucleótidO BO SMART 11 A, integrando el 
adaptador en el extremo del AONc sintetizado 

Primeros ciclos de PCR con Long UP y GSP1 

Segunda amplificación por PCR con Short UP y 
GSP1 

Amplificación del fragmento S' 

Figura 3.5. Procedimiento 5'·RACE (Rapid Amplification o, cDNA Ends) 

COMPONENTES5~RACE 

Componentes utilizados para la síntesis de AONc 5'-RACE: 

1. BO SMART 11
111 

A Oligonucleotide. Oligonucleótido de ARN en solución acuosa a 12 JlM. 

2. 

3. 

4. 

5'-RACE COS Primer. Solución acuosa a 12 JlM. 

BO PowerScript
1ll 

Reverse Transcriptase. 

5X First-Strand Buffer. 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 30 mM MgCI2. 

5. Oithiothreitol (OTI). 20 mM. 

6. Buffer Tricine-EOTA. 10 mM Tricine-KOH (pH 8.5), 1.0 mM EOTA. 

7. Agua libre de nucleasas. Agua desionizada grado biología molecular filtrada a 0.1 Jlm. 

8. UPM (10X). Oligonucleótidos en solución acuosa 0.4 JlM de Long UPM y 2 JlM de Short UPM 

(Tabla 3.3.). 
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9. NUP. Oligonucleótido en solución acuosa 10 J.1M. 

Oligonucleótido 

BO SMART II A 

5'-RACE COS 

Long UPM 

Short UPM 

NUP 

TABLA 3.2. Secuencia de oligonucleótidos S'·RACE 

Secuencia 

5 '-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3 , 

5 '-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3 , 

5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3' 

5 '-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3 , 

5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3' 

PROCEDIMIENTO SíNTESIS DE ADNC 5'·RACE 

Síntesis de la primera cadena del ADNc para 5' -RACE. 

1. Preparar la siguiente mezcla de reacción en un tubo en hielo: 

Templado ARN ARN total 

Oligonucleótidos 

Agua libre de nucleasas 

ó ARN poli(At 

5'-CDS Primer 

BD SMART If
lol 

A 

hasta 1 J.1g 

hasta 1 Jlg 

1 J.11 

1 J.11 

completar 5 J.11 

2. Mezclar con cuidado y colectar las gotas con una breve centrifugación. 

3. Incubar la mezcla a 70'C por 2 min, colocar en hielo 2 min y colectar las gotas con una breve 

centrifugación. 

4. Colocar el tubo en hielo y adicionar los siguientes componentes en el orden indicado: 

5X First-Strand Buffer 2 J.11 

DTT (20 mM) 1 J.11 

10 mM dNTP Mix 

BD PowerScript Reverse Transcriptase 

Volumen Final 

5. Mezclar cuidadosamente y colectar las gotas con una breve centrifugación. 

6. Incubar la mezcla a 42'C por 1.5 h. 

7. Diluir el producto de reacción de síntesis de ADNc con Buffer Tricine-EDTA: 

1 J.11 

1 J.11 

10 J.tI 

Si se partió de <200 ng de ARN total Adicionar 20 J.11 

Si se partió de >200 ng de ARN total Adicionar 100 J.11 

Si se partió de ARNm poli(At Adicionar 250 J.11 

8. Incubar la dilución a 72'C por 7 min y colectar las gotas con una breve centrifugación. 

9. Almacenar muestra a -20 'C. 

En este punto se tiene ya el ADNc con el adaptador que servirá para la amplificación por extremo 5'. 

AMPLIFICACIONES 5'·RACE 

La amplificación del extremo 5' del ADNc se realiza siguiendo lo establecido en Materiales y Métodos 

3.6., utilizando el oligonucleótido antisentido GSPl (Figura 3.2.) y la mezcla UPM(lOX) de 
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a. MATERIALES Y METODOS 

oligonucleótidos sentido UPM Long y UPM Short (Tabla 3.2.). Las condiciones de reacción 

recomendadas por el fabricante del producto son las siguientes: 

Tabla 3.3. Condiciones de reacción recomendadas en 5'-RACE (Touchdown-PCR) 

Tiempo Temperatura Ciclos 

Desnatural ización O.5min 94CC 
5X 

Extensión 3min 72CC 

Desnaturalización O.5min 94CC 

Alineamiento O.5min 70CC 5X 

Extensión 3min 72CC 

Desnatural ización O.5min 94CC 

Alineamiento O.5min 68CC 20-25X 

Extensión 3min 72CC 

Los productos de amplificación se visualizan en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio y los 

tamaños se estiman por comparación con marcador de peso de ADN. 

3.12.3. 3 '·RACE (Rapid Amplificatíon of cDNA Ends) 

El procedimiento 3' -RACE consiste en la síntesis de la primera cadena del ADNc iniciando en el tallo 

poli(A) de los ARNm usando un oligonucleótido poliT con un adaptador antisentido (APT18) (Figura 3.4.) 

(Tabla 3.2.) y una Transcriptasa Reversa. Después de esto, la amplificación por PCR se realiza usando 

dos oligonucleótidos: un oligonucleótido diseñado específicamente para el ADNc a amplificar y con el 

oligonucleótido adaptador antisentido (AP) que esta junto al tallo poli(A) y que fue introducido durante la 

síntesis del ADNc (Figura 3.6.). 

ARNm Tallo poli (A) 
~ ' _______ +:~A~a~aa~a ~a~aa~n __ • Alineamiento de Oligo(dT) que contiene el 

+- TTTTT_TTT Oligo APT18 adaptador (AP) al ARNm poli(A)+ 

s '-:-~:-:::-:::-=~:-:;;::::A~a~u~,a ~a~aa:.n __ • Amplificación desde APT18 usando una 
3 ' ... - - - - - - - +- TTTTT TTT S' AONc Transcriptasa Reversa (RT-PCR) 

GSP. 
~ 

3 ' • 

nested GSP ~ 
S' 

..... 
3' • 

TTTTT •. TTT 

• AP 

TTTTT_TTT 

• AP 

S' 

3' 
S' 

Amplificación del AONc por PCR usando 
Gene-Specific Primer (GSP) y Adapter 
Primer (AP) 

Reamplificación de PCR (GSP-AP) usando 
nested GSP y AP 

Figura 3.6. Procedimiento 3'·RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 
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3. MATERIALES Y METODOS 

TABLA 3.4. Secuencia de oligonucleótidos APT18 y AP 

Clave Secuencia 

APT18 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3' 

AP 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3' 

COMPONENTES3~RACE 

Los componentes utilizados para la síntesis de ADNc para el 3' -RACE fueron los mismos utilizados en la 

síntesis de ADNc (Materiales y Métodos 3.5.), excepto en el tipo de oligonucleótido utilizado, que en 

este caso en el APT18 (Tabla 3.2.). 

PROCEDIMIENTO SíNTESIS DE ADNc 3' -RACE 

El procedimiento de síntesis de ADNc 3' -RACE fue de acuerdo a lo establecido en Materiales y Métodos 

3.5. 

AMPLIFICACIONES 3'·RACE 

La amplificación del extremo 3' del ADNc se realiza siguiendo lo establecido en Materiales y Métodos 

3.6., utilizando como oligonucleótido antisentido el oligonucleótido AP (Tabla 3.2.) y como sentido el 

oligonucleótido específico GSP2 (Figura 3.2.). 
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4. RESULTADOS V DISCUSiÓN 

La capacidad de síntesis y compartamentalización de ácido siálico, así como su incorporación en 

glicoproteínas, ha sido un aspecto controversial en diversos estudios realizados en insectos (organismos 

completos o líneas celulares) (Marchal el a/, 2001). La mayoría de los resultados reportados indican que en 

general las glicoproteínas producidas por insectos no contienen ácido siálico. Aunque algunos estudios 

indican que este tipo de procesamiento puede llevarse a cabo en condiciones muy particulares en 

algunos tipos de organismos, por lo que se piensa que este tipo de procesamiento en insectos es 

altamente especializado (Marchal el a/, 2001). 

Se creía que la capacidad de sialilación era exclusiva de los vertebrados y algunas bacterias patógenas, 

algunos estudios han revelado la presencia de ácido siálico en ciertos invertebrados (Drosophila 

melanogaster, Philaenus spumarius, Trichoplusia ni, Anopheles albimanus) (Roth el a/, 1992; Malykh el al, 1999; Marchal el 

a/, 2001; Nok el al, 2002). La mayoría de los análisis indican que los insectos producen principalmente N-glicanos 

truncos del tipo alto en manosa o paucimanosa. 

Al completar la secuenciación de los genomas de Drosophila melanogaster y Anopheles gambiae se 

tiene acceso a una vasta cantidad de información, en la cual se puede analizar el potencial genético para 

sialilación de glicoproteínas en insectos (Adama el a/, 2000; Holt et a/, 2002). El presente trabajo se realizó a partir de 

información proveniente de estos dos organismos, extrapolando hacia Anopheles albimanus, organismo 

cercano filogenéticamente a An.gambiae para realizar la identificación, clonación y análisis ontogenético 

de la respectiva a2,6-Sialiltransferasa. 

Esta sección de Resultados y Discusión está organizada en una primera parte que contiene la 

información sobre el análisis bioinformático para la identificación de la a2,6-Sialiltransferasa de 

An.gambiae. La segunda parte presenta la identificación, clonación y análisis de secuencia de la a2,6-

Sialiltransferasa de Anopheles albimanus, así como el análisis ontogenético de expresión. 

4.1. Análisis bioinformático para la identificación de la a2,6-Sialiltransferasa de 

Anopheles gambiae 

La secuenciación del genoma del mosquito Anopheles gambiae inició en el año de 1999 por The 

Internacional Anopheles Genome por una colaboración entre Celera Genomics, Genoscope, 

University of Notre Dame, EBI/Sanger Institute, EMBL, Institut Pasteur, IMBB y TIGR, con el 

patrocinio de: Nacional Institute of Allergy and infectious Diseases (NIAID/NIH), French Ministry of 

Research y World Health Organisation (WHO). La descripción del genoma del mosquito Anopheles 

gambiae fue completado y publicado en el 2002 (Holt el a/, 2002). La importancia de este organismo radica en 

su capacidad de transporte y transmisión del protozoario causante de la malaria (Plasmodíum spp), 

siendo un importante problema de salud pública. 

La secuencia del genoma de Anopheles gambiae ha sido depositada en diferentes bases de datos 

administradas por algunas de las instituciones participantes. Tabla 4.1. 
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Tabla 4.1. Bases de datos del genoma de Anophe/es gambiae. 

Base de Datos Genoma Dirección electrónica 
de Anopheles gambiae 
Anopheles Database http://skonops.imbb.forth.gr/AnoBase/ 

GenBank 

Ensembl 

TIGR 

www.ncbLnlm.nih.gov/ 

www.ensembl.org/ 

www.tigr.org/ 

Usando las secuencias de ADNc y proteína de las Sialiltransferasas de humano y Drosophila 

melanogaster, se realizaron búsquedas por homología para identificar la secuencia de la a2,6-

Sialiltransferasa ortóloga putativa de Anopheles gambiae en su genoma. A continuación se muestran los 

resultados obtenidos. 

4.1 .1. Búsqueda de a2,6-Sialiltransferasas en el genoma de Anopheles gambiae 

Se realizaron búsquedas por homología mediante BlAST en las diferentes bases de datos (Tabla 4.1.) 

donde está depositado el genoma de Anopheles gambiae. Como sonda de búsqueda se utilizó la región 

conocida como sialylmotif L de la a2,6-Sialiltransferasa de humano (CAA35111) y de Drosophila 

melanogaster (NP726474), siendo ésta región un dominio característico y mediante el cual es posible la 

identificación de las proteínas de esta familia. Las secuencias se muestran en la Tabla 4.2. 

Tabla 4.2. Secuencias de las sondas de búsqueda (sialylmotif L). 

Organismo Secuencia Sia/ylmotif L 

Humano 192 - WGRCAVVSSAGSLKSSQLGREIDDHDAVLRFNGAPTANFQQDVGTKT - 239 

D.melanogaster 215 - IKTCAIVSSAGSLAGSKLGRFIDTHDIVMRFNHAPTQGHEVDVGSKT - 262 

Como resultado de estas búsquedas por homología en el genoma de An.gambiae se identificaron 

secuencias en las diferentes bases de datos. Los números de acceso de las secuencias identificadas se 

muestran en la Tabla 4.3. 

Tabla 4.3. Número de acceso de las secuencias de Anopheles gambiae identificadas. 

Base de Datos Secuencia en aminoácidos Secuencia en nucleótidos 

GenBank EAA04038 AAAB01008807 

GenBank CAH25390 AJ821850 

ENSEMBL ENSANGP00000021696 ENSANGT00000021696 

TIGR TC104766 Q683N9 

Todas ellas localizadas en el cromosoma 2L (39241405-39242735 pb) como copia única en el genoma. 

En forma similar a la secuencia ortóloga de D.melanogaster que también es copia única localizada en el 

cromosoma 2R (Adams et al, 2000; Fabini et al, 2001; Fabini et al, 2002; Ho" et al, 2002; Koles et al, 2004). 

38 



y, RESULTADOS Y DISCUSION 

Se observó que la longitud de las secuencias varía, para tener una visión clara de esta variabilidad se 

alinearon las secuencias obtenidas de las diferentes bases de datos. Las secuencias de aminoácidos 

alineadas se muestran en la Figura 4.1., mientras que el alineamiento de las secuencias nucleotídicas se 

muestra en la Figura 4.2. 
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Figura 4.1. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles gambiae. Q693N9 (TlGR), 

CAH25390 (GenBank), ENSANGP00000021696 (ENSEMBL), EAA04038 (GenBank). La región consenso entre las secuencias se 

muestra sombreada. 

En el alineamiento de la Figura 4.1. se identificó un consenso de 370aa entre las secuencias, este se 

muestra sombreado. La variabilidad ocurre en los extremos de las secuencias, el extremo carboxilo está 

conservado en dos de las tres secuencias y la longitud corresponde con la de sialiltransferasas de otros 

organismos. En el extremo amino tenemos variabilidad en las tres secuencias, esto debido a que no se 

ha identificado donde inicia la traducción de la proteína. Cabe señalar que la región amino terminal es 

variable y específica para cada organismo, variando en secuencia y longitud (Breton et al, 1999). El dominio 

catalítico está completo, el análisis de su secuencia se muestra en la siguiente sección (4.1.2.). 

Se identificó un consenso de 111 Opb en el alineamiento de la Figura 4.2., correspondiente a los 370aa 

del consenso de la Figura 4.1. En el genoma de An.gambiae se pueden localizar tres intrones dentro de 

esta secuencia, que varían en longitud entre 70 y 77pb (HoH etal. 2002). 

Las diferencias entre las secuencias obtenidas puede deberse a que las bases de datos aún están en 

proceso de depuración y las anotaciones respectivas en cada secuencia están también en ese proceso. 
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Figura 4.2. Alineamiento de secuencias nucleotídicas de a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles gambiae. TC104706 (TlGR), 
AJ821850 (GenBank), ENSANGT00000021696 (ENSEMBL), AAB01008807 (GenBank). La región consenso entre las secuencias 
se muestra sombreada. 
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Hasta el momento no se han reportado datos experimentales que confirmen el tamaño del ADNc o de la 

proteína, ni de la actividad enzimática de las proteínas obtenidas a partir de los diferentes ADNc de 

An.gambiae. 

Se tomo como referencia las secuencias TC104766 y Q683N9 (Tabla 4.3.) de An.gambiae para realizar 

las siguientes etapas del presente proyecto. 

4.1.2. Análisis de la a2,6-Sialíltransferasa de Anopheles gambiae 

Las a2,6-Sialiltransferasas hasta ahora clonadas y caracterizadas poseen una organización particular 

que las distingue. Se realizaron análisis de las secuencias TC104766 y Q683N9 de An.gambiae, 

comparándolas con las Sialiltransferasas ya conocidas. Determinando así si estas poseen los residuos y 

la organización característicos de las enzimas de esta familia. 

Usando los programas LALlGN y BLAST se realizó un análisis de identidad entre las secuencias de 

An.gambiae identificadas y las secuencias mostradas en la Tabla 2.2. Obteniendo los porcentajes de 

identidad indicados en la Tabla 4.4. 

Tabla 4.4. Análisis de Identidad de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles gambiae. 

Organismo 

Humano (Homo sapiens) 

Rata (Rattus norvegicus) 

Ratón (Mus musculus) 

Pollo (Gallus gallus) 

Bovino (80S taurus) 

Mosca (Drosophila melanogaster) 

Identidad a2,6-Sialiltransferasa 
de Anopheles gambíae 

ADNc Proteína 

50.2% 29.2% 

50.6% 30.1 % 

52.0% 29.2 % 

49.4% 29.8% 

49.8% 28.1 % 

52.4 % 41.2% 

El grado de identidad entre las secuencias analizadas es relativamente bajo, en comparación con las 

identidades entre las sialiltransferasas de vertebrados, que van de 61 hasta 93% de identidad. La 

identidad de la única sialiltransferasa de invertebrado caracterizada (D.melanogaster) respecto a las de 

organismos vertebrados es entre 29 y 30% de identidad, por lo que podemos ver que estos datos son 

similares a los obtenidos con An.gambiae. Sabemos que la región del tallo es altamente variable, tanto en 

secuencia como en longitud en los diferentes organismos, por lo cual estas diferencias se ven reflejadas 

en el análisis de identidad. 

La región del dominio catalítico de las Sialiltransferasas es la más conservada entre los diferentes 

organismos, ésta comprende los tres sialylmotits (L, S y VS) hasta el extremo carboxilo terminal. El 

análisis de identidad de los dominios catalíticos se muestra en la Tabla 4.5. 
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Tabla 4.5. Análisis de Identidad de la región catalítica de la a2,6-Sialiltransferasa de Anophe/es gambiae. 

Organismo 

Humano (Homo sapiens) 

Rata (Rattus norvegicus) 

Ratón (Mus muscu/us) 

Pollo (GaJlus gaJlus) 

Bovino (80S taurus) 

Mosca (Drosophila me/anogaster) 

Identidad a2,6-Sialiltransferasa 
de AnOpheJeS gambiae 

ADNc Proteína 

55.8% 39.6% 

56.1 % 38.3% 

58.1 % 37.9% 

53.0% 41.0 % 

55.2% 39.3% 

64.8 % 59.9% 

El grado de identidad en la región del sitio catalítico es mayor respecto a la secuencia completa. 

Particularmente, respecto a la a2,6-Sialiltransferasa de D.me/anogaster, la identidad es de 64.8% en 

nucleótidos y 59.9% en aminoácidos. Estos porcentajes concuerdan con el análisis comparativo entre el 

total de las enzimas ortólogas de D.me/anogaster y An.gambiae, que son en promedio 60% idénticas (Holl 

et al, 2002; Zdobnov et al, 2002). 

Se realizó un alineamiento múltiple entre las a2,6-Sialiltransferasas de humano, D.me/anogaster y la 

ortóloga putativa de An.gambiae, mostrado en la Figura 4.3. Se localizaron los aminoácidos 

característicos de los sia/y/motifs L, S Y VS, así como aquellos relevantes en catálisis y formación del 

puente disulfuro (Drickamer, 1993; Datla et al, 1995; Datta et al, 1997; Geremla et al, 1997; Datta et al, 1998; Breton et al, 1999; Datta et al, 2001) . Por lo 

que esta secuencia de An.gambiae posee la topología característica de la familia de las 

Sialiltransferasas, identificándola entonces como a2,6-Sialiltransferasa putativa de este organismo. 
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Figura 4.3. Identificación de los sialylmotifs en la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles gambiae. El alineamiento de 
secuencias muestra las regiones conservadas de los sialylmotifs L, S Y VS enmarcadas por recuadros. Los residuos que son 
invariables se señalan con flechas y los residuos altamente conservados están sombreados. 
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Hasta el momento de escritura de este trabajo, la única Sialiltransferasa de insectos en ser clonada y 

caracterizada bioquímicamente es la de D.me/anogaster (Koles et al, 2004). Se confirmó que ésta es una 

proteína funcional del tipo ST6Gal, tal como había sido predicho por análisis bioinformáticos (Fabini eta/, 2001; 

Fabini et al, 2002). Debido al alto grado de identidad entre el ortólogo putativo identificado en el genoma de 

An.gambiae y la enzima caracterizada de Drosophila sugerimos que la secuencia de A.gambiae codifica 

para una proteína del tipo ST6Gal. 

En reportes recientes publicados durante el desarrollo de este trabajo, se identifica esta misma secuencia 

de ADNc de Anophe/es gambiae como la a2,6-Sialiltransferasa ortóloga putativa de mosquito (Koles et al, 2004, 

Harduin-Lepers etal, 2005). Respaldando lo que aquí se sugiere. 

4.2. Identificación de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 

Ya identificada por análisis bioinformáticos la secuencia de la a2,6-Sialiltransferasa ortóloga putativa de 

An.gambiae, se procedió al diseño de oligonucleótidos para la búsqueda del gen ortólogo en ADNc de 

Anophe/es a/bimanus. 

En contraste con Anophe/es gambiae cuyo genoma está completamente secuenciado, hasta el momento 

se han reportado en GenBank únicamente 68 secuencias nucleotídicas y 70 aminoacídicas de 

Anophe/es a/bimanus. Estas poseen cerca de 90% de identidad respecto a An.gambiae. 

En el alineamiento de la Figura 4.3. se señalan con flechas los residuos invariables y sombreados 

aquellos altamente conservados. Se localizan principalmente en el dominio catalítico. Sobre estas 

regiones conservadas se realizó el diseño de dos grupos de oligonucleótidos degenerados mediante THE 

MEME/MAST SYSTEM. 

El primer grupo de oligonucleótidos a partir de un consenso de secuencias nucleotídicas de An.gambiae y 

D.me/anogaster (Tabla 4.6.) y el segundo grupo de oligonucleótidos fue diseñado en regiones 

conservadas de aminoácidos pero con el uso de codones preferencial de An.a/bimanus (Codon Usage 

Database). Estos se muestran en la Tabla 4.7. 

Tabla 4.6. Secuencias de oligonucleótidos del consenso de Anopheles-Drosophila. 

Clave 

AgL 

AgLS 

AgVS 

Secuencia 

5' -GCACGACAT GTGATG G TTCAATCA-3' 

5'-TTCCGGAA GTCACGATCGCCGCCTGGG-3' 

5'-CAGCTTCTCCGCCGCTAGTGGATGCC-3' 

Las bases degeneradas se muestran sombreadas. 
R - A o G¡ M - A o C¡ y = C o T 
AgL Y AgLS son oligonucleótidos sentido. 
AqVS es oligonucleótido antisentido. 
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Tabla 4.7. Secuencias de oligonucleótidos con el uso de codones de Anopheles albimanus. 

Clave 

AaFl 

AaF2 

AaRl 

AaR2 

Secuencia 

5'-ATCGA GAGCA GA ATCGT ATG-3' 

5'-GT ACGATCGC GC TGGGA CC-3' 

5'-AGCTCATC TCGTAGTA TG CA-3' 

5'-TTCTCCGCCGC AG GG TGCCA-3' 

Las bases degeneradas se muestran sombreadas. 
R = A o G¡ Y = e o T¡ S = e o G 
AaFl Y AaF2 son oligonucleótidos sentido. 
AaRl y AaR2 son oligonucleótidos antisentido. 

El uso de oligonucleótidos degenerados para identificar y aislar ADNc de Sialiltransferasas se utilizó con 

éxito en el caso de las o.2,3-Sialiltransferasas de cerdo, rata, ratón y humano, así como de las 0.2,6-

Sialiltransferasas de humano, pollo, bovino y ratón (Welnsteln et al, 1982; Welnsteln et al, 1987; Lance et al, 1989; Grundmann et al, 

1990; Glllepsle et si, 1992; Wen et si, 1992; KHagawa et si, 19948; Kltagawa et si, 1994b; Kurosawa et si, 1994; Lee et al, 1994; TsuJI, 1996; Mercler et si, 1999). 

Aunque en el caso de varios de estos transcritos se utilizó una librería de ADNc para el aislamiento de las 

respectivas secuencias completas. 

A partir de la localización de los oligonucleótidos sobre la secuencia de la o.2,6-Sialiltransferasa de 

Anopheles gambiae se calculó el tamaño de las amplificaciones esperadas con los diferentes pares de 

oligonucleótidos. Tabla 4.8. 

Tabla 4.8. Amplificaciones esperadas con los diferentes oligonucleótidos 

Oligo Sentido Oligo Antisentido Amplificación 

AgL AaRl 471pb 

AgL AaR2 527pb 

AgL AgVS 523pb 

AgLS AaRl 335pb 

AgLS AaR2 383pb 

AgLS AgVS 387pb 

AaFl AaRl 479pb 

AaFl AaR2 519pb 

AaF2 AaRl 326pb 

AaF2 AaR2 374pb 

El ADNc usado para la búsqueda de la sialiltransferasa de An.albimanus fue sintetizado a partir de ARN 

total extraído de larvas de segundo instar (donadas amablemente por el Bioterio del INSP, Cuernavaca, 

Mor.). Se eligió esta etapa de desarrollo teniendo como antecedente el hecho de que en D.melanogaster 

la incorporación de ácido siálico está regulada desde blastodermo hasta larvas de tercer instar (Roth et si, 

1992). 
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Se sintetizaron dos ADNc, uno a partir de oligo dT18 y otro de tipo Secuencia Específica (SE). Para 

verificar la calidad del ARN extraído y del ADNc sintetizado se utilizó un control interno, el gen Glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (G6PD) de Anopheles albimanus (GenBank AF318224). Se diseñó un par de 

oligonucleótidos: 5 ~ -GCCGCCAATATATGAAGGTAGA-3 ~ y 5 ~ -CCCAGATAGTGATCGATACGG-3 ~ , que 

producen una amplificación de 505pb (Figura 4.4.). Obteniendo amplificaciones específicas de la talla 

esperada, confirmando calidad de ARN y ADNc. 

2 

4.2.1. Amplificaciones ADNc dT18 

Figura 4.4. Amplificación G6PD de 
Anophe/es albimanus. 
1. Marcador de peso molecular 
2. Amplificación G6PD (505pb) 

Usando el ADNc dT18 como templado y los oligonucleótidos de la Tabla 4.6., se realizaron 

amplificaciones PCR con VentR DNA Polymerase (94CC 1 min, 60CC 1 min, 72CC 2min; 30 ciclos). El 

resultado de estas amplificaciones se muestra en la Figura 4.5. 

2 3 

500pb 

Figura 4.5. Amplificaciones sobre ADNc-dT18. 

1. Marcador 

2. AgLS-AgVS 

3.AgL -AgVS 

Amplificación 
387pb 

523pb 

Las amplificaciones obtenidas en el carril 2 no corresponden al tamaño esperado. En el carril 3 se 

observó un producto próximo al esperado de 523pb. Esta banda fue purificada y clonada en pCR-Blunt 11-

TOPO para su secuenciación. 

La secuencia resultante de 530pb de longitud fue sometida a una búsqueda por homología en el genoma 

de Anopheles gambiae mediante BLAST, sin que se encontraran similitudes significativas. Al comparar 

esta secuencia y sus marcos abiertos de lectura respecto a la secuencia de la a2,6-Sialiltransferasa 

putativa de An.gambiae, se encontró que tienen parecido únicamente en pequeñas regiones. No fue 

posible identificar los residuos característicos de los sialylmotits, descartando así que esta secuencia 

pudiera corresponder a una sialiltransferasa pese a ser próxima a la talla esperada. 
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Las glicosiltransferasas tienen en general bajos niveles de expresión. La síntesis de ADNc con el 

oligonucleótido dT18 en combinación con el uso de oligonucleótidos degenerados en las reacciones PCR 

no permitió amplificar el transcrito de interés. Se emprendieron nuevas estrategias para lograr este 

objetivo, estas se muestran a continuación. 

4.2.2. Amplificaciones ADNc SE 

Tratando de enriquecer el ADNc con el transcrito de la a2,6-Sialiltransferasa se utilizó el oligonucleótido 

antisentido AaR2 (Tabla 4.7.) para la síntesis de ADNc del tipo Secuencia Específica (ADNc SE), a partir 

de ARN total de larvas de An.albimanus instar 2. Este hibrida en la región catalítica de la sialiltransferasa 

de An.gambiae y D.melanogaster. A partir de este ADNc SE se realizaron amplificaciones peRo 

Se ha utilizado esta metodología para la amplificación de genes de baja expresión, tal como genes de 

resistencia a drogas en tejidos cancerosos y varios receptores olfatorios (Fuqua el al, 1990; Yang el al, 2002). En todos 

los casos utilizando oligonucleótidos específicos. En nuestro caso, debido a la escasez de información de 

An.albimanus, el ADNc fue sintetizado a partir de oligonucleótidos degenerados. 

Este ADNc SE fue usado como templado en reacciones PCR con VentR ONA Polymerase (94 ce 1 min, 

60ce 1 min, 72ce 2min; 30 ciclos), con los oligonucleótidos degenerados mostrados en la Tabla 4.7 .. Se 

obtuvieron las amplificaciones mostradas en la Figura 4.6. 

500pb 
400pb 
300pb 

Figura 4.6. Amplificaciones sobre 
ADNc SE 
1. Marcador 
2. AaFl-AaRl 
3. AaFl-AaR2 
4. AaF2-AaRl 
5. AaF2-AaR2 
6.AgL -AaRl 
7. AgL -AaR2 
8. AgLS-AaRl 
9. AgLS-AaR2 
10:Marcador 

Amplificación 
479pb 
519pb 
326pb 
374pb 
471pb 
527pb 
335pb 
383pb 

Los productos de los carriles 2, 4 Y 6 son de particular interés, ya que en estas muestras se obtuvieron 

amplificaciones cercanas a las tallas estimadas de 479pb, 326pb Y 471 pb, respectivamente. Estas tres 

bandas fueron purificadas y utilizadas como templado en seminested-PCR para confirmar que estas 

contenían la secuencia buscada. Las reamplificaciones seminested-PCR se muestran en la Figura 4.7. 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Figura 4.7. Reamplificaciones 
seminestecJ.PCR 
1. Marcador Amplificación 
2. AgL - AaRl 471pb 
3. AaFl - AaRl 479pb 
4. AgLS - AaRl 335pb 
5. AaF2 - AaRl 326pb 
6. AgL - AaRl 471pb 
7. AaFl - AaRl 479pb 
8. AgLS - AaRl 335pb 
9. AaF2 - AaRl 326pb 
10.AgLS - AaRl 335pb 
11. AaF2 - AaRl 326pb 
12. Marcador 

Al observar las amplificaciones de la Figura 4.7. podemos distinguir que en la mayoría de los casos son 

bandas discretas y específicas de las tallas esperadas. Los carriles 2 a 5 de esta misma figura 

corresponden a las reamplificaciones de la banda de 471 pb mostrada en el carril 6 de la Figura 4.6. Son 

amplificaciones únicas y de las tallas estimadas. En los carriles 6 a 9 se muestran las reamplificaciones 

de la banda de 479pb (carril 2 Figura 4.6.), pese a obtener las reamplificaciones de las tallas estimadas 

con los diferentes oligonucleótidos se tiene gran cantidad de amplificaciones inespecíficas. Finalmente, 

en los carriles 10 y 11 tenemos las reamplificaciones de la banda de 326pb (carril 4 Figura 4.6.) que 

también son discretas y de las tallas estimadas. 

Ya que las reamplificaciones (seminested-PCR) de algunas de la bandas obtenidas se obtuvieron en la 

forma esperada, se procedió a confirmar la identidad de la amplificación mediante secuenciación. Para 

ello se realizó la clonación de la banda de 471 pb (carril 2 Figura 4.6.) obtenida con los oligonucleótidos 

AgL-AaRl en el vector pCR-Blunt 11-TOPO, se seleccionaron clonas con el inserto y se purificaron 

plásmidos para secuenciación. La secuencia de esta amplificación se muestra en la Figura 4.8. 

GqACGACATTGTGATGCGGTTCAAI'eATGCACCAACCGAGGGCTTCGAAGCGGACGTC 
H D 1 V M R F N H A P T E G F E A D V 

GGAGCGAAGACGACGATCCGCGTACTCAACTCGCAGGTCGTCACGAAGCCTGAGTACCGG 
G A K T T 1 R V L N S Q v V T K P E Y R 

TTGCTGACGGCACCACTGTTCCGGAACGTTACGATAGCGGCCTGGGATCCGGGCAAGTTC 
L L T A P L F R N V TIA A W D P G K F 

GATCAACCGCTGTCCGAGTGGTTGGCCAATCCGGACTTTAATCTGTTCGAGAACTTCAAG 
D Q P L S E W L A N P D F N L F E N F K 

AAGTTTCGCAGCCAGTACCGGGATGCCAACTTCCACATCATCGATCCGCGCAGCATCTGG 
K F R S Q y R D A N F H lID P R S 1 W 

CGGGCGTGGACGGCCCTTCAGGATCTCAC"rCCCTTTCCGATCCGACAGAACCC"rCCAACA 
R A W TAL Q D L T P F P 1 R Q N P P T 

TCCGGTTTCATCGGCCTTGGACTGCTGCTGCCCGTGTGCCGGTACATTGACATTGTGGAG 
S G F 1 G L G L L L P V C R y 1 D 1 V E 

TACATTCCGAGCACTCGCATGAACGGTCTC~n'ACTACGACGATc;A(;cT 
y 1 P S T R M N G L C H y Y D D E 

Figura 4.8. Secuencia de amplificación con oligos AgL-AaR2 sobre ADNc SE. 
Las secuencias de los oligonucleótidos se muestran sombreadas. 
La traducción se muestra bajo la secuencia nucleotídica. 
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La secuencia de ADNc An.albimanus identificada, clonada y secuenciada, corresponde a un fragmento 

de 471 pb. Este fragmento posee un alto grado de identidad con las secuencias de las a2,6-

Sialiltransferasas ortólogas de An.gambiae y D.melanogaster. La secuencia aminoacídica deducida del 

producto de peR secuenciado y mostrado en la Figura 4.8., produce un péptido de 156aa. El análisis de 

identidad de este AONc y de su traducción en aminoácidos respecto a las Sialiltransferasas realizado 

mediante BLAST y LALlGN se muestra en la Tabla 4.8. 

Tabla 4.9. Identidad del fragmento de 471 pb de A.aibimanus respecto a las a2,S-Sialiltransferasas 

Organismo Identidad Identidad · 
AONc Proteína 

Anopheles gambiae 78% 89% 

Drosophila melanogaster 72% 61% 

Homo sapiens 55% 43% 

Gallus gallus 55% 42% 

Mus musculus 56% 42% 

Rattus norvegicus 56% 42% 

80S taurus 55% 42% 

Al analizar este péptido de 156aa mediante BLAST, se detectó la presencia de dominios putativos 

funcionales y estructurales conservados mediante Conserved Domain Search, correspondientes a la 

Familia 29 de las Glicosiltransferasas: Sialiltransferasas (Marchler-Bauer el al, 2004; Marchler-Bauer el al, 2005). Entre estos 

tenemos parte del sialylmotif L, el sialylmotif S y las regiones entre los mismos, que como podemos 

observar en el alineamiento de la Figura 4.9. se encuentran conservados. Además de localizar los 

residuos invariables implicados en el reconocimiento de sustrato donador y aceptor. 

D.melanogaster 
A.gamb1ae 
A.alb1manus 
consensus>SO 

D.melanogaster 
A.gamb1ae 
A.alb1manus 
consensus>SO 

D.melanogaster 
A.gamb1ae 
A.alb111anus 
consensus>SO 

sialylmotif L 

D.melanogaster ElSK. 
A.gambiae .' [;1) 

A.alb1ll\anus ~ DD · 
conS9DSUS>SO CHYYddE 

Figura 4.9. Alineamiento de fragmento de las a2,6-Sialiltransferasas de insectos. 
Los residuos conservados se muestran resaltados, los sialylmotifs se encuentran enmarcados 
con recuadros y los residuos implicados en el reconocimiento de sustrato donador y aceptar se 
señalan con flechas. 
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En base a estos datos, deducimos que esta amplificación obtenida corresponde a un fragmento de 471 pb 

del AONc de la a2,6-Sialiltransferasa de An.albimanus. A partir del cual se procedió a la identificación de 

los extremos 5' y 3' del transcrito. 

4.3. Identificación de los extremos 5' Y 3' de la a2,6-Sialiltransferasa de 

Anopheles albimanus 

La identificación del fragmento de 471 pb de la a2,6-Sialiltransferasa putativa de Anopheles albimanus 

previamente descrito, permitió el diseño de oligonucleótidos específicos para la amplificación de los 

extremos 5' y 3' del transcrito mediante Rapid Amplification of cONA Ends (RACE). Las secuencias de 

los oligonucleótidos específicos diseñados se muestran en la Tabla 4.10. 

Tabla 4.10. Secuencias de oligonucleótidos para RACE de a2,6-Sialiltransferasa de An.albimanus 

Clave Secuencia 

STGSPl 5'-CATGCGAGTGCTCGGAATGTACTCCA-3' 

STNGSPl 5'-AAACCGGATGTTGGAGGGTTCTGTCG-3' 

STGSP2 5'-TGATGCGGTTCAATCATGCACCAAC-3' 

STNGSP2 5'-TACCGGGATGCCAACTTCCACATCA-3' 

4.3.1. 5 '·RACE (Rapid Amplificatíon o, cDNA Ends) 

La síntesis del ADNc para el 5' -RACE se realizó a partir de ARNm purificado de adultos hembras de 

Anopheles albimanus (18 horas post-alimentación). Este material fue donado por el Dr. Jesús Martínez 

(INSP). Existen evidencias de que en este estado del desarrollo del mosquito sí ocurre la transferencia de 

ácido siálico a glicoproteínas (Nok et al, 2002). Ya que una sialoglicoproteína (gp45) fue purificada a partir del 

tracto digestivo de mosquitos adultos. 

Tal como sugiere el fabricante, se realizó la amplificación PCR utilizando la VentR DNA Polymerase con 

los oligonucleótidos UPM(lOX) (Tabla 3.3.) y STGSPl (Tabla 4.10.). Con las siguientes condiciones de 

reacción: 95<C 5min 1 ciclo, 94<C 45seg, 68<C 45seg, 72<C 2.5min 35 ciclos, 72<C 10min. El gel de 

agarosa no mostró ninguna amplificación, por lo cual sobre este producto se realizó una nested-PCR con 

los oligonucleótidos NUP-STNGSP1. Las condiciones utilizadas fueron: 94 <C 45seg, 68 <C 45seg, 72 <C 

2.5min 35 ciclos con VentR. El producto de la amplificación se muestra en la Figura 4.10. 

49 



e 
e 
e 

e 
e 
e 
e 
e 

1 2 

Figura 4.10. Amplificación 5' -RACE 
con NUP-STNGSPl 

1. Marcador 

2.NUP-STNGSPl 

y. RESULTADOS ~ DISCUSION 

La obtención de un barrido (carril 2 Figura 4.10.) sin amplificaciones específicas pudo deberse a la 

actividad exonucleasa de autocorrección íntegra 3'-45' intrínseca de la polimerasa VentR. Misma que 

pudo degradar los oligonucleótidos en los primeros ciclos de PCR afectando el rendimiento de la 

amplificación. El uso de esta polimerasa se decidió en función de la alta fidelidad de los productos que se 

obtienen, sin embargo en esta estrategia su uso no resultó favorable. 

Como alternativa al uso de la polimerasa VentR se optó por el uso de una ADN polimerasa del tipo Hot­

Start (ProofStart DNA Polymerase), que además es de alta fidelidad. Evitando así la degradación de los 

oligonucleótidos en los primeros ciclos de PCR. A partir del mismo templado de ADNc sintetizado para 5'­

RACE se realizaron amplificaciones con esta enzima con los oligonucleótidos UPM (lOX) (Tabla 3.3.) y 

STGSPl (Tabla 4.10.). Con las siguientes condiciones de reacción: 94CC 5min 1 ciclo, 94CC 30seg, 65CC 

1 min, 72CC 2min 35 ciclos, 72CC 10min. De igual forma el gel de agarosa no mostró ninguna amplificación 

(Figura 4.11.), tal como ocurrió en las amplificaciones anteriores. 

2 

Figura 4.11. Amplificación 5' -RACE 
con NUP-STNGSPl 
1. Marcador 
2.NUP-STNGSPl 

El producto de la primer PCR fue sometido a reamplificación con los oligonucleótidos NUP-STGSPl y 

NUP-STNGSP1, las condiciones utilizadas fueron: 94CC 45seg, 65CC 45seg, 72CC 2min, 35 ciclos con 

VentR' Debido a la variabilidad de la región 5' del transcrito de Anopheles gambiae registrada en las 

diferentes bases de datos, es difícil predecir la talla de la amplificación esperada. Adicionalmente, la 

longitud y secuencia de la región del tallo de las a2,6-Sialiltransferasas son específicas para cada 

organismo. Los productos de la amplificación se muestran en la Figura 4.12. 
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1512pb 
1200pb 
l000pb 

1 2 3 4 

~. RESULTADOS Y DISCUSION 

Figura 4.12. Reamplificación 5' ·RACE 
1. Marcador 
2.NUP-STGSPl 
3.NUP-STNGSPl 
4. Marcador 

De acuerdo a la localización de los oligonucleótidos antisentido STGSPl y STNGSPl sobre el fragmento 

de 471 pb ya conocido, se espera que el tamaño de las amplificaciones producidas difiera en tan solo 

72pb. Las amplificaciones que se observan alrededor de 1200pb en los carriles 2 y 3 de la Figura 4.12. 

parecen cumplir esta condición. Ambas bandas fueron purificadas y usadas como templado en 

reacciones nested-PCR (94<C 45seg, 65<C 45seg, 72<C 2m in, 35 ciclos con VentR) para confirmar que 

estas correspondían al extremo 5' del transcrito. Los oligonucleótidos empleados y los tamaños de 

amplificación esperados se muestran en la Tabla 4.11. La Figura 4.13. muestra los productos obtenidos 

de dichas reacciones. 

SOOpb 
400pb 

300pb 

200pb 

100pb 

Tabla 4.11. Amplificaciones esperadas en reacciones 5' -RACE 

Oligo Sentido Oligo Antisentido Amplificación 

STGSP2 STGSPl 427pb 

STNGSP2 STGSPl 185pb 

STGSP2 STNGSPl 355pb 

STNGSP2 STNGSPl 113pb 

Figura 4.13. Reamplificaciones 5' ·RACE 
1 . Marcador Amplificación 
2.STGSP2 -STGSPl 427pb 
3.STNGSP2-STGSPl 185pb 
4.STGSP2 -STNGSPl 355pb 
5.STNGSP2-STNGSPl 113pb 
6. Marcador 

En los carriles 2 y 3 de la Figura 4.13. se muestran los productos obtenidos sobre la banda de 1200pb 

purificada del carril 2 Figura 4.12. En los cuales se esperaban amplificaciones de 427pb y 185pb, 

respectivamente. Dichos productos están acompañados de amplificaciones inespecíficas. Los carriles 4 y 

5 de la Figura 4.13. corresponden a las amplificaciones obtenidas al usar como templado la banda de 
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1200pb del carril 3 Figura 4.12., se observan los productos esperados de 355pb y de 113pb, 

respectivamente, junto con amplificaciones inespecíficas. 

La obtención de los productos esperados confirmó la identidad de las bandas de 1200pb amplificadas y 

purificadas mostradas en la Figura 4.12. Dichas bandas corresponden al extremo 5' del ADNc de la 

a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus. Se procedió a la clonación de las mismas en el plásmido 

pCR-Blunt II-TOPO. Se seleccionaron clonas con el inserto y se purificaron plásmidos para someter a 

secuenciación de ADN. La secuencia obtenida se muestra en la Figura 4.14. 

cgc ggg ggt gtg gct gtg gca gcg aac aaa gtt gct gtt gct gct gct gca 
acc gct cca gcg 111 CGT GTA CAC GGG ATA GCA TAC CTT CAG GGG CAT TTC 

M R V H G 1 A Y L Q G H F 

CCT AGA AGG CAG AAA CCG ACG GCC ACA AAC CGT ACC GTC GTG CCA TCG GCG 
P R R Q K P T A T N R T V V P S A 

TCG TGC CTC TGG CTG TTA TTG TTC GCG GCG ATC TTT GTT GCT GGA GGA GTA 
S C L W L L L F A A 1 F V A G G V 

GCA GCT GAT GCG CTT GGC MG CGG AAC GTA TTC TAC GTC AAG CTC AAC ACC 
A A D A L G K R N V F Y V K L N T 

ACG GAG AAA ACG TAe AAG GCG AGC GAT GAG AAA CCG ACG eTG TGG TCG AAG 
T E K T Y K A S D E K P T L W S K 

GAA CAG GAC GCA CCC CGA ATA CGG CCG CAC TTC AGT CTG GCC AAA ACG TeG 
E Q D A P R 1 R P H F S L A K T S 

CAC TTT CTG TTC GAC CTG AAC CGA TAC CGG TGC GAG GTG GCG AGC GCC GGC 
H F L F D L N R Y R C E V A S A G 

AAT GGA ACA GCG GCC GTC CCG CTG GTT AGT GCC GAC TGC CGC AAC CGG ACC 
N G T A A V P L V S A D C R N R T 

GCA CTG TTC CGG GCG AAA ATC ATe GGC GAA CTG AGC CGA CGG TTA AAG GAA 
A L F R A K 1 1 GEL S R R L K E 

CCG GTC CCG GCG AGC GGA CAG TAT CAG GTG CGG TAT AGC CGG CCG TTC CAG 
P V P A S G Q y Q v R y S R P F Q 
CAG CGA CCC CTC GGT ACG GGT CAG TGC CGG TTG eGG CAG GCG AAT GTG CGC 
Q R P L G T G Q C R L R Q A N V R 

GTC CTG TCC TOO AAG GAG CCA CCG TTT GCG TGG MC GAG eTC GGC ACT TAe 
v L S W K E P P F A W N E L G T Y 

CTA CCG GTG ACG CCA TTG TTC GAT CCG GAT ACG GCT ACC MC AGG AGC TGC 
L P V T P L F D P D T A T N R S C 

GTG ATA GTG GCC AGC GCC GGT TCG eTG AAA CGC Tee CGG CTT GGG CCG TTe 
v 1 V A S A G S L K R S R L G P F 

ATC GAT 001' CAC GA'!' ATT ' GTG ATe <:00 TTO Ale CAT GCA CCA ACC GAQ GGC 
1 D G H D 1 V M R F N H A P T E G 

~~~~~~~~~~~~~~~.~~ 
F E A o V G A K T T 1 R V L N S Q 

GTe GTC ACG MG CCT GAG TAC CGG TTG CTG ACG OCA CCA ero · TTe CGG MC 
V V T K P ~ ~ R L ~ T · A P L i R N 

GT~ ; ACC; · ATAGCGGCC TOO GAT CCGGGCAAG TTCqAT CM eco CTC Tec GAG 
V · T<· 1 AA W . D p . G K F " ' o · Q P L S E · 

~GGhG Gcé' AA1 ·CCG GAc T'r'l' AATcTG TTC GAG Me TTe AAG· AAG TTT CGO 
W L A N P D F N L F E N F K K F R 
~~~~.~~~~~~~~~~~~~ 
s Q y R D A N F H lID P R S 1 W 

CGG GCG TOO ACG Gec CT'1' CAG GAT CTC ACT cce TTT CCG ATe CGA CAG MC 
R A W TAL Q D L T P F P 1 R Q N 

~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
P . P T5 e FI eL e L LL P veR 

TAC~T.T GÁCATC GTG GAG TAe ATr CCG AGC ACT CGC AT 
y . ID · 1 ~ E . Y i · ~ S T · ~ 

Figura 4.14. Secuencia de extremo 5' de la a2,6-Sialiltransferasa de Anophe/es albimanus. 
Se muestra sombreado el codón de inicio (ATG) y la región compartida con el fragmento de 471 pb 
previamente descrito. La traducción se muestra bajo la secuencia nucleotídica. 
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La secuencia obtenida tiene una longitud de 1211 pb, comparte 438pb con el extremo 5' del fragmento de 

471pb previamente identificado y secuenciado. Esta región se muestra sombreada en la Figura 4.14. La 

traducción a aminoácidos de esta secuencia nos indica que posee un marco abierto de lectura, el codón 

de inicio (ATG) también se muestra sombreado y no posee codones de término. La secuencia de 

aminoácidos coincide con la deducida del fragmento de 471 pb. Se detectó la presencia de dominios 

estructurales y funcionales característicos de las sialiltransferasas, entre ellos los sialylmotits L y S, así 

como los residuos conservados dentro de estos. Los detalles de este análisis se presentan en la sección 

4.4. 

4.3.2. 3 '· RACE (Rapid Amplificarion of cDNA Ends) 

Para amplificar el extremo 3' del ADNc de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus se uso como 

templado ADNc de larvas instar 2 sintetizado con el oligonucleótido APT18 (Tabla 3.2.). Este agrega un 

adaptador al tallo poli(A) de los ARNm y a partir del mismo es posible obtener el extremo 3' del transcrito 

mediante PCA. 

Se realizaron peR con ADNc APT18 y los oligonucleótidos STGSP2-AP y STNGSP2-AP (Tabla 3.2. y 

Tabla 4.10.) con ProofStart DNA Polymerase. Las condiciones de reacción fueron: 940C 5min 1 ciclo, 

940C 45seg, 650C 45seg, 720C 2min 40 ciclos, 720C 10min. Se obtuvieron múltiples bandas distribuidas 

entre 1 OOpb Y 1200pb (Figura 4.16.), por lo que fue necesario hacer reamplificaciones. 

1512pb 

1000pb 

SOOpb 

Figura 4.15. Amplificación 3'-RACE 
1. Marcador 
2.STGSPl -AP 
3.STNGSP1-AP 
4. Marcador 

Con el fin de aumentar la especificidad, se realizó una reacción PCR usando como templado 1 J..l1 de las 

reacciones mostradas en la Figura 4.15. Se usaron los oligonucleótidos STNGSP2-AP bajo las siguientes 

condiciones de reacción: 940C 45seg, 700C 45seg, 720C 2min por 40 ciclos con VentR, los productos de 

la amplificación se muestran en la Figura 4.16. 

53 



e 
e 
e 

e 
e 
e 
e 
e 

e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 

800pb 
700pb 
800pb 

1 2 3 4 
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Figura 4.16. Reamplificaciones 3" ·RACE 
1. Marcador 
2.STNGSP2-AP 
3.STNGSP2-AP 
4. Marcador 

Entre los productos de amplificación mostrados en los carriles 2 y 3 (Figura 4.16.) se observa una banda 

de alrededor de 700pb. Estas dos bandas se purificaron y fueron usadas como templado en seminested­

peR para confirmar que éstas correspondían al extremo 3' del transcrito buscado. Las reamplificaciones 

se realizaron con los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 4.10. y las tallas de las amplificaciones 

esperadas se muestran en la Tabla 4.11 .. Las condiciones de reacción fueron: 94CC 45seg, 70CC 45seg, 

72CC 2min por 40 ciclos con VentR. Los productos de las reamplificaciones se muestran en la Figura 

4.17. 

1 2 3 4 

500pb 

400pb 

300pb 

200pb 

100pb 

5 6 

Figura 4.17. Reamplificaciones seminested-PCR 
3"·RACE 
1. Marcador Amplificación 
2.STNGSP2-STGSPl 185pb 
3.STNGSP2-STNGSPl 113pb 
4.STNGSP2-STGSPl 185pb 
5.STNGSP2-STNGSPl 113pb 
6. Marcador 

Al realizar las reacciones peR con los oligonucleótidos específicos se obtuvieron los productos previstos. 

Por lo que las bandas de 700pb mostradas en la Figura 4.16. sí corresponden al extremo 3' del transcrito 

de la a2,6-Sialiltransferasa putativa de An.albimanus. Al clonar y secuenciar esta banda se confirmó que 

el fragmento contiene el extremo 3' del ADNc. La secuencia nucleotídica de dicho fragmento se muestra 

en la Figura 4.18., nótese el tallo poli (A) en el extremo 3' de la secuencia. 
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!'j;C · ~G ·G1T GcC AAe TTC óAC:AweATC ' GA1 CCG elle AGC ATC 1'00 CGGGCG y R D A N F H 1
M 

•• I d D P . R s ' 1 W . R A ' 

~~~~~~~~.~~~~~~~~~ 
W' TAL Q D L T P F P 1 R Q N P P 

~~~~~~~-~~~~~~~~~ 
T S G F 1 G L G L L L P V C R y 1 

~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
D 1 V E Y 1 P S T R M N G L C H y 

'rAe cA'!' GM GAG eTc AAT CTT GGC TGT ACG TTC GGC GCG TGG CAC CCG CTG 
y D E E L N L G C T F G A W H P L 

GCG GCC GAG AAG CTG CTC GTC TTC CAG ATG AAT GCC GCC AGC GAT TAC ACC 
A A E K L L V F Q M N A A S D Y T 

GTC TTT CAG CAG GGC ACC GTC CGC ATC TAC AGT GAT ACG CTG GAT CAA TGC 
V F Q Q G T V R 1 Y S D T L D Q C 

111 ttc gtc cgg ccg tcc gtc cgt cca ttc cgt aaa cca ctt ccg gca cct 

* 
gtc aca cct gtg acc ggg gca tcg gcg cgt gag cta tgg cag gtg gtg gtg 
caa aac aat tag caa aca gaa cga att aat taa gca atg cga atc gac gac 
agc taa ggt cgt gct gga tcg atg ccc gtc agc gta tta gac att cca gcc 
gag gct ctg tgc gcg att tcg atg aca ata tcg acg acg cgg atc aga ccg 
aga cca aac a e aae cag cea gga gtg cag tgg qta cgg ttt tge att tga 
agc taq a cga tac ccg ggc acg gag tag eaa ate aaa aaa aaa 
aaa aaa 

Figura 4.18. Secuencia de extremo 3' de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus. 
Se muestra resaltado el codón de término (TAG). la señal de poliadenilación (AATAAA) y la región 
compartida con el fragmento de 218pb previamente descrito. La traducción se muestra bajo la 
secuencia nucleotídica. 

La secuencia obtenida tiene una longitud de 720pb (sin tomar en cuenta la secuencia del adaptador AP). 

Comparte 218pb con el extremo 3' del fragmento de 471 pb previamente identificado y secuenciado y 

también con la obtenida del 5' -RACE. Esta región se muestra resaltada en la Figura 4.18. La traducción 

a aminoácidos de esta secuencia nos indica que posee un marco abierto de lectura que coincide con la 

traducción deducida del fragmento de 471 pb Y con la obtenida del 5' -RACE. Presenta un único codón de 

término (TAG) y 31 Opb hacia el 3' del mismo se encuentra la señal de poliadenilación (AATAAA). 

Se detectó también la presencia de las regiones características de las sialiltransferasas. Entre ellos los 

sialylmotifs S y VS y los residuos conservados dentro de estos. Los detalles de este análisis se 

presentan en la sección 4.4. 
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4.3.3. Clonación ADNc a2J6-Sialiltransferasa 

Habiendo ya obtenido y caracterizado los productos de los extremos 5' y 3' del transcrito de la a2,6-

Sialiltransferasa de An.albimanus, se procedió a la amplificación de la región codificante a partir del ADNc 

utilizado para el 5' -RACE. 

El ADNc de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus tiene una longitud total de 1746pb. Un 

marco abierto de lectura identificado por ORFinder correspondiente a 440aa de longitud. La secuencia 

nucleotídica junto con la secuencia de aminoácidos se muestran en la Figura 4.19. 

1 
1 

91 
10 

181 
40 

271 
70 

361 
100 

451 
130 

541 
160 

631 
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721 
220 

811 
250 

901 
280 

991 
310 

1081 
340 

1171 
370 

1261 
400 

1351 
430 

1441 
1531 
1621 
1711 

c9c99999t9tggctgtggcagcgaacaaagttgctgttgctgctgctgcaacoqctccagc~GTGTACACGGGATAGCATACCTT 
M R V H G 1 A Y L 

CAGGGGCATTTCCCTAGAAGGCAGAAACCGACGGCCACAAACCGTACCGTCGTGCCATCGGCGTCGTGCCTCTGGCTGTTATTGTTCGCG 
Q G H F P R R Q K P T A T N R T V V P S A S C L W L L L F A 

GCGATCTTTGTTGCTGGAGGAGTAGCAGCTGATGCGCTTGGCAAGCGGAACGTATTCTACGTCAAGCTCAACACCACGGAGAAAACGTAC 
A 1 F V A G G V A A o A L G K R N V F Y V K L N T T E K T Y 

AAGGCGAGCGATGAGAAACCGACGCTGTGGTCGAAGGAACAGGACGCACCCCGAATACGGCCGCACTTCAGTCTGGCCAAAACGTCGCAC 
K A S o E K P T L W S K E Q o A P R I R P H F S L A K T S H 

TTTCTGTTCGACCTGAACCGATACCGGTGCGAGGTGGCGAGCGCCGGCAATGGAACAGCGGCCGTCCCGCTGGTTAGTGCCGACTGCCGC 
F L F D L N R Y R C E V A S A G N G T A A V P L V S A o C R 

AACCGGACCGCACTGTTCCGGGCGAAAATCATCGGCGAACTGAGCCGACGGTTAAAGGAACCGGTCCCGGCGAGCGGACAGTATCAGGTG 
N R TAL F R A K I 1 GEL S R R L K E P V P A S G Q y Q V 

CGGTATAGCCGGCCGTTCCAGCAGCGACCCCTCGGTACGGGTCAGTGCCGGTTGCGGCAGGCGAATGTGCGCGTCCTGTCCTGGAAGGAG 
R Y S R P F Q Q R P L G T G Q C R L R Q A N V R V L S W K E 

CCACCGTTTGCGTGGAACGAGCTCGGCACTTACCTACCGGTGACGCCATTGTTCGATCCGGATACGGCTACCAACAGGAGCTGCGTGATA 
P P F A W N E L G T Y L P V T P L F D P o T A T N R S C V 1 

GTGGCCAGCGCCGGTTCGCTGAAACGCTCCCGGCTTGGGCCGTTCATCGATGGTCACGATATTGTGATGCGGTTCAACCATGCACCAACC 
V A S A G S L K R S R L G P F 1 D G H D l V M R F N H A P T 

GAGGGCTTCGAAGCGGACGTCGGAGCGAAGACGACGATCCGCGTACTCAACTCGCAGGTCGTCACGAAGCCTGAGTACCGGTTGCTGACG 
E G F E A o V G A K T T 1 R V L N S Q v V T K P E Y R L L T 

GCACCACTGTTCCGGAACGTTAOGATAGCGGCCTGGGATCCGGGCAAGTTCGATCAACCGCTGTCCGAGTGGTTGGCCAATCCGGACTTT 
A P L F R N V TIA A W D P G K F D Q P L S E W L A N P D F 

AATCTGTTCGAGAACTTCAAGAAGTTTCGCAGCCAGTACCGGGATGCCAACTTCCACATCATCGATCCGCGCAGCATCTGGCGGGCGTGG 
NLFENFKKFRSQYRDANFBI lOPRS IWRAW 

ACGGCCCTTCAGGATCTCACTCCCTTTCCGATCCGACAGAACCCTCCAACATCCGGTTTCATCGGCCTTGGACTGCTGCTGCCCGTGTGC 
TAL Q o L T P F P 1 R Q N P P T S G F l G L G L L L P V C 

CGGTACATTGACATCGTGGAGTACATTCCGAGCACTCGCATGAACGGTCTCTGTCACTATTACGATGAAGAGCTCAATCTTGGCTGTACG 
R y 1 D I V E Y 1 P S T R M N G L C H y Y D E E L N L G C T 

TTCGGCGCGTGGCACCCGCTGGCGGCCGAGAAGCTGCTCGTCTTCCAGATGAATGCCGCCAGCGATTACACCGTCTTTCAGCAGGGCACC 
F G A W H P L A A E K L L V F Q M N A A S o y T V F Q Q G T 

GTCCGCATCTACAGTGATACGCTGGATCAAT~tCgtccgqccgtccqtccqtccattccgtaaaccacttccggcacctgtcaca 
V R I Y S D T L o Q e * 
cctqtgaccqgggcatcggcgcqtgagctatggcaggtggtggtgcaaaacaattagcaaacagaacgaattaattaagcaatgcgaatc 
gacgacagctaaggtcqtgctggatcgatqcccgtcagcgtattagacattccaqccgaggctctgtgcqcgatttcgatgacaatatcg 
acgacgcggatcagaccgagaccaaacagcaaccagccaggagtgcaqtggqtacgqttttgcatttgaagctagt~acgatac 
ccgqgcacggaqtagcaaatcf,fh t'Hi+f+@fb 

Figura 4.19. Secuencia del AONc de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus (1746pb) 
Se muestra el marco de lectura abierto de 440aa, así como resaltados el codon de inicio (ATG) y 
término (TAG) , la señal de poliadenilación (AATAAA) y el tallo poli(A). 

La amplificación de la región codificante del ADNc conteniendo el ORF de 440aa se realizó con los 

oligonucleótidos específicos STAal 5 ~ -GCTGCAACCGCTCCAGCGATG-3 ~ y STAa2 5 ~-

ACGGCCGGACGAACTAGCATTG-3 ~ (las bases subrayadas en los oligonucleótidos corresponden a los 

codones de inicio y término) . El templado para la reacción PCR fue el ADNc de mosquitos adultos 

hembras 18 horas postalimentación del que se obtuvo el extremo 5' del transcrito. Las condiciones de 

reacción fueron las siguientes: 95'C 5min 1 ciclo, 94'C 45seg, 68'C 45seg, 720C 2m in. 35 ciclos, 720C 
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10min, con ProofStart DNA Polymerase. La reacción produjo la amplificación de 1354pb esperada. La 

identidad de la misma se confirmó a través de nested-PCR con los oligonucleótidos STGSPl y STGSP2, 

mismos que producen una amplificación de 427pb, como se observa en la Figura 4.20. 

1512pb 
1200pb 
1000pb 

SOOpb 

1 2 3 4 

Figura 4.20. Amplificación ADNc a2,6-
Sialiltransferasa Anopheles albimanus (1354pb) 
1. Marcador Amplificación 
2.STAal-STAa2 1354pb 
3.STGSP1-STGSP2 427pb 
4. Marcador 

La banda de 1354pb, correspondiente al ADNc de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus fue 

clonada en el plásmido pCR-Blunt II-TOPO. Se seleccionaron clonas con el inserto y se purificaron 

plásmidos para secuenciación. 

El transcrito corresponde a la a,2,6-Sialiltransferasa putativa de Anopheles albimanus, su secuencia fue 

sometida a la base de datos GenBank atribuyéndosele el número de acceso AY955495. Desde este 

punto nos referiremos a esta secuencia como AaST6. 

4.4. Análisis de la secuencia de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 

(AaST6) 

Las a,2,6-Sialiltransferasas poseen características topológicas que permiten agruparlas en la familia 29 de 

las glicosiltransferasas. Dicha familia agrupa glicosiltransferasas que actúan como invertasas y que tienen 

como azúcar donador al CMP-~-N-acetilneuraminato (CMP-Neu5Ac o ácido siálico) (Harduin-Lepers el al, 1995; 

Marchler-Bauer et al, 2004). 

A continuación se presentan las evidencias que permiten incluir a la secuencia AaST6 aquí identificada 

como parte de la Familia 29 de Glicosiltransferasas: Sialiltransferasas. 

4.4.1. Identidad de la a2,6-Sialíltransferasa putativa de Anopheles albimanus (AaST6) 

El análisis de identidad entre la secuencia aquí descrita y las secuencias de las a,2,6-Sialiltransferasas ya 

reportadas (Tabla 2.2.) se realizó con los programas LALlGN y BLAST. Los resultados se muestran en la 

Tabla 4.12. 
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Tabla 4.12. Análisis de Identidad de la a2,6-Sialiltransferasa putativa de Anopheles albimanus (AaST6) 

Organismo 

Humano (Homo sapiens) 

Rata (Rattus norvegicus) 

Ratón (Mus musculus) 

Pollo (Gallus gallus) 

Bovino (80S taurus) 

Mosca (Drosophila melanogaster A) 

Mosca (Drosophila melanogaster B) 

Mosca (Drosophila pseudo obscura) 

Mosca (Drosophila yakuba) 

Mosquito (Anopheles gambiae) 

Identidad a2,S-Sialiltransferasa . 
de Anopheles albimanus 

ADNc Proteína 

49.9% 30.5 % 

50.1 % 27.4% 

49.0% 27.4% 

49.6% 28.5% 

49.0% 26.3% 

54.1 % 39.1 % 

51.9% 38.2% 

50.4% 38.4% 

51.7% 38.3% 

64.0% 66.1 % 

El grado de identidad se obtuvo al comparar las secuencias de ADNc en sus regiones codificantes, ya 

que las regiones no traducidas de las secuencias de los diferentes organismos pueden ser altamente 

variables en longitud debido al uso diferencial de promotores que trae consigo la obtención de transcritos 

de diferentes longitudes (O'Hanlon et a/, 1989; Paulson, 1989; Wen et a/, 1992b; Harduln-Lepers et a/, 1995; Tsuji, 1996). 

La traducción del transcrito de An.albimanus indica la presencia de un marco de lectura abierto de 440aa 

en el cual mediante BLAST, Conserved Domain-Search (CD-Search) y Conserved Domian Database, 

se detectó la presencia de dominios putativos funcionales y estructurales conservados indicando que 

pertenece a la Familia 29 de las Glicosiltransferasas: Sialiltransferasas (Marchler-Bauer et a/, 2004; Marchler-Bauer et al, 

2005). 

Derivado de los programas de secuenciación, recientemente se reportó la presencia de a2,6-

Sialiltransferasas putativas en los genomas de Drosophila yakuba y D.pseudoobscura (Harduln-Lepers et al, 2005), 

cuyas secuencias (AJ821848 y AJ821849) están disponibles en GenBank. Drosophila me/anogaster 

presenta dos isoformas (A y B) de a2,6-Sialiltransferasa. Estas difieren en 69pb (23aa) debido a un 

splicing alternativo en la región del tallo de esta proteína, no afectando el dominio catalítico de la misma. 

Entre los insectos, únicamente se ha reportado la presencia de a2,6-Sialiltransferasas en miembros de 

los géneros Drosophila y Anophe/es. 

Los porcentajes de identidad de las secuencias de proteínas respecto a An.albimanus de la Tabla 4.12. 

son muy parecidos a los mostrados en la Tabla 4.5. del mismo análisis respecto a An.gambiae. 

Comparando las secuencias de ambas especies de Anopheles se obtiene que comparten 66.1 % de 

identidad. 

58 



~, RESULTADOS ~ DISCUStON 

La longitud de las secuencias proteicas en los diferentes organismos es variable. Entre los vertebrados 

las sialiltransferasas tienen una longitud de entre 403 y 406aa. En los invertebrados se encuentran 

proteínas más grandes, por ejemplo 451 aa en la isoforma A de D.melanogaster, 474aa en la isoforma B 

de D.melanogaster, 473aa en D.pseudoobscura, 479aa en D.yakuba y 440aa en An.albimanus. 

En la Tabla 4.13. se muestra el análisis de identidad de las regiones catalíticas exclusivamente. Desde el 

inicio del sialylmotif L hasta el extremo 3' de los ADNc o extremo carboxilo de las proteínas. 

Tabla 4.13. Análisis de Identidad de la región catalítica de la a2,6-Sialiltransferasa putativa de Anophe/es albimanus 

Identidad a2,6-Sialiltransferasa 
de Anopheles albimanus .. 

ADNc Proteína 

Humano (Homo sapiens) 54.5% 40.8% 

Rata (Rattus norvegicus) 54.2% 38.3% 

Ratón (Mus musculus) 54.3% 38.8% 

Pollo (Gallus gallus) 54.5% 40.4% 

Bovino (80S taurus) 53.5% 39.6% 

Mosca (Drosophila melanogaster A) 61.5% 57.0% 

Mosca (Drosophila melanogaster B) 61.5% 57.0% 

Mosca (Drosophila pseudoobscura) 60.1 % 57.9% 

Mosca (Drosophila yakuba) 61 .6% 57.0% 

Mosquito (Anopheles gambiae) 75.9% 86.9% 

La a2,6-Sialiltransferasa putativa de An.gambiae comparte un 59.9% de identidad respecto a la de 

D.melanogaster, mientras que la secuencia que aquí se reporta de An.albimanus es 57% y 86.9% 

idéntica respecto a D.melanogaster y An.gambiae, respectivamente. Las regiones catalíticas de las 

sialiltransferasas de los miembros del género Anopheles, comparten cerca del 90% de identidad. 

4.4.2. Topología de la u2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 

Las a2,6-Sialiltransferasas se caracterizan por compartir organización y conformación. Dentro de la 

región catalítica encontramos pequeñas regiones de secuencias que poseen algunos residuos invariables 

a los que se les ha llamado Sialylmotifs (Drlckamer, 1993; Llvlngston et a/, 1993; Harduln-Lepers et al, 1995). En vista de que tanto 

las proteínas de esta familia hasta ahora caracterizadas como la secuencia ortóloga putativa identificada 

en el genoma de Anopheles gambiae poseen estos sialylmotifs, se procedió a identificarlos en la 

traducción de la secuencia AaST6 de Anopheles albimanus. Para ello se realizó un alineamiento múltiple 

mostrado en la Figura 4.21 . incluyendo las secuencias de las a2,6-Sialiltransferasas de invertebrados. 
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Figura 4.21. Alineamiento de las a2,6-Sialiltransferasas de insectos. 
Los residuos conservados se muestran resaltados, los sialylmotifs L, S Y VS se encuentran 
enmarcados con recuadros y los residuos implicados en el reconocimiento de sustrato 
donador y aceptar se señalan con flechas. 

Se sabe que el sialylmotif L posee 8 residuos invariables y que los sialylmotifs S y VS tienen también dos 

residuos invariables cada uno (Datta eta/,l995; Geremla eta/,l997; Datta eta/,l998; Jeanneau eta/, 2004). En el alineamiento de la 

Figura 4.21. podemos ver que estos 12 residuos están presentes e indicados con flechas. Lo que indica 

que la organización dentro de los sialylmotifs así como su longitud están conservados entre las 

sialiltransferasas de insectos aquí mostradas. Las cisteínas conservadas presentes en L y S (Figura 

4.21.) están implicadas en la formación de un puente disulfuro, por lo que su presencia es esencial para 

la correcta conformación enzimática y obtención de proteínas activas (Geremla et al, 1997; Datta et al, 1998; Datta et al, 2001). 

Debido a la cercanía filogenética entre los organismos mostrados en el alineamiento de la Figura 4.21. 

las regiones dentro y entre los sialylmotifs muestran gran conservación, esto se ve además reflejado en el 

porcentaje de identidad entre estas secuencias (Tabla 4.13.). Por lo que es de esperarse que estas 

proteínas adopten conformaciones muy similares. Estas regiones que están altamente conservadas entre 

las sialiltransferasas de insectos fueron sobre las cuales se diseñaron los oligonucleótidos con los cuales 

se obtuvo la primera amplificación del fragmento de 471 pb. Podrían ser punto de partida en el diseño de 

oligonucleótidos para la búsqueda de este tipo de transcritos en otros insectos. 

El dominio catalítico de las Sialiltransferasas está altamente conservando, no así el tallo que presenta 

diferencias en longitud y muy pocos residuos conservados entre los organismos analizados (Figura 

4.21.). La región entre los residuos 112 y 124 de AaST6 de An.albimanus es exclusiva de este 

organismo, cabe la posibilidad de que estas 33pb constituyan un intrón retenido o ser producto de un 

splicing alternativo y que su amplificación fue debido a un artefacto de peRo Su localización respecto al 
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dominio catalítico nos indica que ésta no tendría efecto sobre la actividad de la enzima, pero podría 

afectar la conformación de la proteína. 

Si extrapolamos este tipo de análisis e incluimos las secuencias de vertebrados obtenemos el 

alineamiento mostrado en la Figura 4.22. 
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Figura 4.22. Alineamiento de las a2,6-Sialiltransferasas de insectos y vertebrados. 
Los residuos conservados se muestran resaltados, los sialylmotifs L, S Y VS se encuentran 
enmarcados con recuadros y los residuos implicados en el reconocimiento de sustrato 
donador y aceptor se señalan con flechas. 

En este alineamiento los recuadros indican la localización de los sialylmotifs y las flechas los residuos que 

deben estar conservados para mantener la actividad catalítica y que permiten el reconocimiento de 

sustratos donador y aceptor. La topología de esta región catalítica hasta el extremo carboxilo es bastante 

conservada entre los diferentes organismos. En la región entre los sialylmotifs tenemos varios residuos 

100% conservados, de los cuales los encontrados entre el S y VS parecen estar implicados en la catálisis 

enzimática (Jeanneau el si, 2004). 

El extremo amino presenta mayor variación y es específico para cada organismo. Esta región determina 

en gran medida la longitud final de la enzima. En ella ocurren diversas modificaciones tal como cortes 
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proteolíticos que producen enzimas solubles o algunas modificaciones postraduccionales que pueden 

impactar en la conformación de la proteína (Bretonet81,1999). 

Con este análisis se predice que la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus posee un dominio 

citoplasmático N-terminal de 32aa de longitud y un segmento transmembranal es de 17aa y participa en 

la retención en el aparato de Golgi (Paulson et81, 1989; Breton et81, 1999) (Figura 4.23.). 
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Figura 4.23. Análisis de hidrofoblcidad de la a.2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 
mediante el método Kyte&Doolittle y representación de la región transmembranal. 

La región transmembranal de la proteína se predijo a partir de un análisis de hidrofobicidad realizado 

mediante TMPred y PSIPRED utilizando el algoritmo de Kyte y Doolittle (Kyte et 81,1982) (Figura 4.23.). Las 

Sialiltransferasas de organismos vertebrados e invertebrados presentan este mismo patrón de 

hidrofobicidad pese a que esta región es variable en secuencia, tal como podemos verlo en la Figura 

4.22. 

El patrón de hidrofobicidad indica la presencia de una región transmembranal altamente hidrofóbica entre 

los primeros 50aa de la proteína que ayuda a la retención de la proteína en la membrana del 

compartimento trans-Golgi (Paulson et 81. 1989; Breton et 81. 1999). De acuerdo a la escala de hidrofobicidad de 

Kyte&Doolittle las regiones transmembranales poseen> 1.6 unidades en el centro. La secuencia primaria 

nos indica la presencia de una sola región transmembranal de 17aa de longitud y con 2.2 unidades de 

hidrofobicidad en su centro (Figura 4.23.). 
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4.4.3. Modificaciones postraduccionales de AaST6 

Al analizar la secuencia primaria de una proteína es posible identificar sitios o consensos específicos 

donde pueden ocurrir diferentes modificaciones postraduccionales. Tales como glicosilación, fosforilación, 

amidación, etc. que pueden tener un impacto importante a nivel funcional y estructural. 

Se sometió la secuencia primaria de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus (440aa de 

longitud) a una búsqueda de posibles sitios que indiquen modificaciones postraduccionales mediante el 

algoritmo PROSITE. Se localizaron diferentes sitios potenciales para diferentes modificaciones, mismos 

que se muestran en la Tabla 4.14. 

Tabla 4.14. Modificaciones postraduccionales de la a2,S-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 

Modificación postraduccional 

N-Glicosilación 

N-X-S/T-X 

x = cualquier aminoácido excepto Pro 

Fosforilación Proteína Cinasa C 

S/T-X-R/K 

Fosforilación Caseina Cinasa 11 

S/T-X-X-D/E x = cualquier residuo 

Fosforilación Tirosina Cinasa 

R/K-X-D/E-X-Y X = 2 o 3 residuos cualquiera 

Miristoilación 

G-[excepto EDRKHPFYM]-X-X-[STAGCN]­

[excepto P] 

Amidación 

X-G-R/K-R/K 

Localización (aa) 

23 

63 

116 

130 

214 

285 

22 

65 

68 

144 

186 

213 

225 

261 

380 

429 

186 

271 

377 

45 

115 

171 

257 

397 

53 

Entre estas modificaciones postraduccionales, la N-glicosilación es una característica conservada entre 

las sialiltransferasas de diferentes especies ya que en todas es posible identificar estos sitios potenciales 
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(ValleJo-Rulz et al, 2001). En la Figura 4.24. se señalan los posibles sitios de N-glicosilación en las a2,6-

Sialiltransferasas. 
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Figura 4.24. localización de los sitios de N-glicosilación en las a2,6-Sialiltransferasas 
Los sitios potenciales de N-glicosilación están sombreados, los sialylmotifs están enmarcados por recuadros. 

Se puede observar que los sitios de N-glicosilación se encuentran en su mayoría en la región del tallo, 

que es una región variable, flexible y específica para cada organismo. Los glicanos presentes en esta 

región regulan la conformación local de la proteína y promueven su correcta localización intracelular (Chen 

etal, 2000; Breton etal, 2001). En algunos casos se ha visto que son necesarios para la actividad enzimática in vivo 

ya que la falta de glicanos sialilados o galactosilados resulta en un decremento significante de la actividad 

enzimática. En el caso de la a2,3-Sialiltransferasa humana (hST3Gal), la presencia de sitios de N­

glicosilación en el dominio catalítico cerca o entre los sialylmotifs ocupados con glicanos complejos 

sugirió que estos participan en el mecanismo de acción de la enzima y en la estabilidad estructural de la 

prote í na (Vallejo-Ruiz et al, 2001 ; Breen, 2002). 
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En la Figura 4.24. podemos ver que entre las ST6Gal también existen sitios de N-glicosilación, sugiriendo 

un papel similar al descrito para la hST3Gal. Se sabe además que las proteínas de rata, humano y 

D.melanogaster incluidas en el alineamiento están glicosiladas en forma compleja (Koles et al, 2004). Debido a 

las diversas funciones que los glicanos ejercen y el hecho de que los sitios potenciales de este 

procesamiento están altamente conservados en las sialiltransferasas, es probable que AaST6 de 

An.albimanus esté glicosilada al igual que las proteínas ortólogas. 

La actividad sialiltransferasa está controlada también por el estado de fosforilación de la enzima. En la 

línea celular de neuroblastoma humano 68100 se observó un decremento de hasta 50% en la actividad 

ST6Gal I al inhibir las cinasas, la actividad sialiltransferasa se restableció al activar la proteína cinasa C 

(PKC) (Breen et al, 2003). Esto sin alterar los niveles de expresión genética de esta proteína. La ST6Gal 

humana está fosforilada en el tallo y dominio catalítico por medio de una caseína cinasa, afectando ña 

actividad enzimática de la proteína (Ma etal, 1999). 

En la Tabla 4.14. se enlistan los 10 sitios potenciales de fosforilación por Proteína Cinasa e (PKC), 2 

sitios de fosforilación por Caseina Cinasa 11 y un sitio de fosforilación por Tirosina Cinasa. Al localizarlos 

sobre la secuencia primaria de la proteína vemos que estos sitios están distribuidos en los diferentes 

dominios de la enzima. Son particularmente aquellos localizados en el tallo y dominio catalítico los que 

llaman la atención, corresponden a sitios de fosforilación por PKC y Caseina Cinasa 11. En la ST6Gal 

humana actúan estas enzimas afectando su actividad enzimática (Breen et al, 2003). Esto sugiere que la 

actividad de la sialiltransferasa de An.albimanus pueda también estar controlada por medio de 

fosforilación. Al analizar las a2,6-Sialiltransferasas de vertebrados e invertebrados se observó la 

presencia de estos sitios de fosforilación en todos los organismos. La ST6Gal de Drosophila 

melanogaster posee sitios para las cinasas PKA y PKC, la actividad de estas cinasas está controlada a 

nivel hormonal (Medvedova et al, 2003). 

Se identificaron posibles sitios para miristoilación y amidación (Tabla 4.14.) tanto en la sialiltransferasa de 

An.albimanus como en el resto de las secuencias de esta familia. Hasta el momento no se tienen datos 

experimentales sobre si ocurren este tipo de modificaciones postraduccionales en las proteínas de esta 

familia. La miristoilación es una modificación que ocurre en el extremo amino terminal de las proteínas, 

exclusivamente en residuos de glicina que se encuentren en regiones hidrofóbicas. Se cree que la 

transferencia del ácido miristico (ácido graso de 12 carbonos) interviene en la asociación y retención de 

las proteínas membranales (Kraft et al, 2001; Martin, 2001; Reithmeier, 2001) . De los cinco posibles sitios de miristoilación 

identificados en AaST6 (Tabla 4.14.), el localizado en la glicina 45 cumple con los requisitos planteados, 

ya que se encuentra en la región más hidrofóbica de la proteína (la región transmembranal) que está 

localizada en el extremo N-terminal de la sialiltransferasa. Por lo que es posible que esta modificación 

postraduccional ocurra en esta enzima. 

En la Figura 4.25. se muestran las predicciones de estructura secundaria de las a2,6-Sialiltransferasas, 

obtenidas por PSIPRED v2.4. 
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~. RESULTADOS ~ DISCUSION 

En el alineamiento de las estructuras secundarias predichas para las a2,6-Sialiltransferasas observamos 

que la región catalítica de las proteínas de invertebrados y de vertebrados mantiene la misma 

organización estructural, que consiste en a-hélices y hojas-~ presentadas en arreglos aJ~/a (Jeanneau et al, 

2004). La organización del dominio catalítico de las a2,6-Sialiltransferasas presenta regiones altamente 

conservadas. Particularmente en los sialylmotifs, pese a que estas proteínas provienen de especies 

distantes evolutivamente, tal como podemos observar en el árbol filogenético de la Figura 4.26. donde 

agrupamos estas proteínas (GeneBee). 

G.gallus 

H.sapiens 

M.musculus 
R.norvegicus 
B.taurus 

A.gambiae 

A.albimanus 

D.melanogaster 

D.yakuba 

D.pseudoobscura 

Figura 4.26. Árbol filogenético basado en las secuencias proteicas de las a2,6-Sialiltransferasas (GeneBee). 

Estas regiones que poseen similitud estructural muchas veces no poseen un alto grado de identidad. Se 

han utilizado otros métodos para predicción de estructura secundaria, tal como Hydrophobic Cluster 

Analysis (HCA) (Geremla el al, 1997). Con el fin de identificar estas regiones de similitud estructural se 

sometieron las secuencias de la Figura 4.25. a análisis HCA (DrawHCA) (Anexo 4). Se observó la 

misma organización estructural de a-hélices y hojas-~ obtenida con PSIPRED, confirmando que la 

estructura secundaria de las a2,6-Sialiltransferasas está conservada. 
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Y. RESULTADOS V OISCUSION 

4.5. Análisis ontogenético de expresión de AaST6 

La expresión de las Sialiltransferasas está controlada en forma espacio-temporal. Con el fin de 

determinar el patrón de expresión del transcrito AaST6 a través de las diferentes etapas de desarrollo del 

mosquito, se purificó ARN total. Las etapas de desarrollo analizadas se muestran en la Tabla 4.15. (estas 

muestra fueron donadas amablemente por el Bioterio deIINSP, Cuernavaca, Mor.). 

Tabla 4.15. Etapas de desarrollo de An.albimanus analizadas 

Etapas de desarrollo de Anopheles alblmanus .. Huevecillos 24h oviposición (H24) .. Huevecillos 48h oviposición (H48) .. Larvas instar 1 (L1) .. Larvas instar 2 (L2) .. Larvas instar 3 (L3) .. Larvas instar 4 (L4) .. Pupas (P) .. Adultos machos (M) .. Adultos hembras-sin alimentación (F) .. Adultos hembras-alimentadas (Fa) 

Se amplificó por PCR un fragmento de 300pb de AaST6 con los oligonucleótidos AaST2 5 ' -

TTCCGGAACGTTACGATAGC-3 ' y AaST3 5 ' -GCGAGTGCTCGGAATGTACT-3 ' , con las siguientes 

condiciones de reacción: 94 ce 30seg, 55 ce 30seg, 72 ce 30seg, por 35 ciclos con Taq DNA Polymerase 

tomando 1 JlI de ADNc como templado. Como control se realizó una amplificación por PCR de un 

fragmento de 215pb de la actina de An.albimanus con los oligonucleótidos Dact-F 5 ' -

CCGTAAGGAYCTGTACGCCAA-3' y Dact-R 5'- CTCCTGCTTSGAGATCCACAT -3', bajo las condiciones: 

94ce 30seg, 55ce 30seg, 72ce 30seg, por 35 ciclos con los mismos reactivos y templado. Las 

amplificaciones se muestran en la Figura 4.27. 

1 234 5 6 7 8 9 10 11 12 

Actina 

AaST6 

Figura 4.27. PCR semicuantitativo de actina y AaST6 de A.albimanus 
Carril 1. Marcador de peso Carril 7. Larvas instar 4 
Carril 2. Huevecillos 24h Carril 8. Pupas 
Carril 3. Huevecillos 48h Carril 9. Adultos machos 
Carril 4. Larvas instar 1 Carril 10. Adultos hembras 
Carril 5. Larvas instar 2 Cariil 11. Adultos hembras alimentadas 
Carril 6. Larvas instar 3 Carril 12. Marcador de peso 
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~, RESULTADOS ~ DISCUStON 

La intensidad de las bandas en los geles se analizó por densitometría mediante Image J 1.33u (Wayne 

Rasband, Nacional Institutes of Health, USA). Los datos obtenidos se expresaron como amplificación 

relativa a actina en cada uno de los estadios analizados. En la Figura 4.30. se muestra el perfil de 

expresión de de An.albimanus a través de su ontogenia. 
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~ 0.5 
[;! 
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.~ 0.4 
¡;¡ 
e 
.g 0.3 
.~ 
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H24 H48 L 1 L2 L3 L4 P M 

ESTADIO 

F Fa 

Figura 4.28. Expresión relativa a actina de AaST6 (An.albimanus) 

Se observan dos etapas de mayor expresión de AaST6, esto es en larvas instar 2 y en pupas. Un análisis 

similar realizado en D.melanogaster indicó que la ST6Gal presenta picos de expresión en embriones de 

24h y en pupas (Fabini et al, 2002). Mediante ensayos de hibridación in situ se determinó que la expresión 

durante las etapas embrionarias ocurre en las glándulas salivales y en el sistema nervioso (Fabini et al, 2002; 

Koles et al, 2004). Influyendo en el desarrollo de estos órganos y en la modificación postraduccional de 

proteínas residentes en estas regiones, tales como N-CAM (neural cell adhesion molecule) y los 

gangliósidos (Roth et al, 1992). La mitad de los genes de Drosophila melanogaster siguen un patrón de 

expresión con niveles máximos en las primeras etapas de desarrollo y después de la metamorfosis, 

demostrado mediante microarreglos (Arbeltman et al, 2002). Esto concuerda con los datos de expresión de 

AaST6 de An.albimanus. 

El análisis aquí mostrado indica también la presencia de cantidades elevadas del ARNm AaST6 en 

adultos hembras. Por el momento no contamos con los análisis bioquímicos para confirmar que los 

niveles de expresión detectados a través de la ontogenia corresponden en la misma proporción de 

actividad Sialiltransferasa. 

ESTA TESIS NO SAU. 
OE B IlIO CA 
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5. CONCLUSIONES 
El trabajo de identificación, clonación y análisis ontogenético de expresión de la o.2,6-Sialiltransferasa de 

Anopheles albimanus llevado a cabo y reportado en esta tesis, deriva en las siguientes conclusiones: 

~ El mosquito Anopheles albimanus posee un gen ortólogo identificado como codificante para una 

a2,6-Sialiltransferasa putativa, la traducción posee la topología característica de la familia de las 

sialiltransferasas incluyendo los sialylmotifs L, S Y VS así como los residuos conservados implicados en 

su función catalítica. 

~ La identificación del transcrito correspondiente a la o.2,6-Sialiltransferasa de Anopheles 

albimanus (AaST6) fue facilitada al usar ADNc de tipo secuencia específico (SE), sintetizado a partir de 

oligonucleótidos degenerados. 

~ Al amplificar los extremos 5' y 3' se determinó que el transcrito AaST6 tiene una longitud de 

1746pb, codifica para una proteína de 440aa y posee identidad con las secuencias de ADNc de 0.2,6-

Sialiltransferasas en un rango de 49 a 64%. 

~ La región del dominio catalítico de la o.2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus posee 

identidad de 39% respecto a las proteínas ortólogas de vertebrados, 57% con las ortólogas de 

invertebrados y 87% respecto a A.gambiae. 

~ La secuencia de la proteína deducida de AaST6 presenta dominios putativos funcionales y 

estructurales conservados que indican que pertenece a la Familia 29 de la Glicosiltransferasas: 

Sialiltransferasas, y la organización característica de las proteínas de esta familia: un dominio 

citoplasmático N-terminal, la región transmembranal seguida del tallo hasta el dominio catalítico que 

contiene los sialylmotifs L, S y VS. 

.. La o.2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus posee sitios potenciales para modificaciones 

postraduccionales tales como N-glicosilación, fosforilación, miristoilación y amidación, sugiriendo la 

existencia de mecanismos reguladores de su acción enzimática. 

~ La predicción de estructura secundaria en la región del dominio catalítico de la 0.2,6-

Sialiltransferasa de Anopheles albimanus muestra una estructura de o.-hélices y hojas-~ intercaladas. 

Esta estructura se encuentra conservada en la región del dominio catalítico de las Sialiltransferasas 

conocidas. 

~ El análisis ontogenético de expresión del ARNm de la o.2,6-Sialiltransferasa de A.albimanus 

mostró dos picos máximos de expresión en las etapas de larvas instar 2 y pupas, se tiene un nivel basal 

70 



e 
e 

5. CONCLUSIONES 

de expresión en todas las etapas de desarrollo analizadas, sugiriendo que la presencia de 

sialoglicoproteínas en A.albimanus no es un evento aislado. 

... La a2,6-Sialiltransferasa de A.albimanus es la segunda en su tipo en ser clonada de insectos, la 

primera del género Anopheles y la quinta identificada de insectos (incluyendo los géneros Drosophila y 

Anopheles) . 

Además de lo expuesto en los puntos anteriores, es de notar que a través de este trabajo tenemos ya 

evidencias del potencial para la obtención de glicanos sialilados en insectos, un hecho aún en duda hasta 

hace algún tiempo. Se ha utilizado a la mosca de la fruta (Drosophila) como modelo de estudio la N­

glicosilación en insectos, es posible ahora plantear la posibilidad de ampliar este campo de estudio hacia 

otros insectos tal como 
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6. PERSPECTIVAS 

La identificación, clonación y análisis ontogenético de la a2,6-Sialiltransferasa de Anopheles albimanus 

permite abordar nuevas rutas y contestar algunas interrogantes que resultan evidentes. 

~ El análisis de expresión de AaST6 se realizó semicuantitativamente, es necesario hacer 

cuantificación exacta de expresión mediante PCR cuantitativa. Se debe determinar si la expresión sufre 

algún cambio debido a la ingesta de sangre o por confrontación contra el Plasmodium vivax, recordemos 

que este mosquito es vector de la malaria y las sialoglicoproteínas en el tracto digestivo del hospedero 

podrían ser receptores. Si este fuera el caso, regular la expresión de AaST6 podría constituirse en una 

alternativa para controlar la colonización del mosquito por el protozoario. 

... Además de una regulación temporal se sabe que existe también una regulación espacial, por lo 

que el análisis de la expresión diferencial en órganos o tejidos del mosquito sería de interés. 

Especialmente en sistema nervioso, tracto digestivo y glándulas salivales, donde ha sido detectado ácido 

siálico y algunas sialoglicoproteínas. 

~ La caracterización enzimática y preferencia por sustratos deben ser realizados, demostrando así 

que es una proteína funcional. La producción recombinante mediante baculovirus en células de insecto 

puede ser la herramienta ideal para dicho análisis. 

El análisis del ADN genómico permitirá identificar la organización del gen (intrones/exones). 

~ Queda también por determinar si existe la presencia de diferentes isoformas de la proteína 

producidas por splicing alternativo del ARNm, tal como ocurre en Drosophila y algunos vertebrados. 

~ La utilización de un baculovirus recombinante expresando la a2,6-Sialiltransferasa de An. 

albimanus es una posibilidad de aplicación en ingeniería de vías metabólicas al complementar o 

sobreexpresar esta enzima en las líneas celulares de insecto deficientes o carentes de la misma, 

promoviendo de esta forma la obtención de proteínas recombinantes con glicanos sialilados. 

~ Se ha planteado la posibilidad de extender la búsqueda de este tipo de genes a otros organismos 

que han probado tener el potencial de sialilación, tal como Trichoplusia ni, Danaus plexippus y Manduca 

sexta, aplicando parte de la metodología utilizada en este trabajo. 

... La patente TAMUS 2081: A Novel Drosophila Sialyltransferase with Unique Enzymatic Activity. 

(Technology Licensing Office Industry's Connection to the A&M System), desarrollada por Panin y Koles 

en el año 2004, demostró su utilidad en la obtención de sialoglicoproteínas recombinantes. Una vez 

caracterizada la sialiltransferasa de A.albimanus, se podrá analizar la utilidad que pueda dar para la 

obtención de sialoglicoproteínas recombinantes producidas mediante el sistema células de insecto­

baculovirus, de forma similar a lo reportado con la sialiltransferasa de Drosophila. 
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ANEXOS 

Anexos 
1. Bases de datos y herramientas bioinformáticas utilizadas 

Descripción 

Anopheles Database 

Biopolymer calculador 

versión 4.1 .1 . 

BlAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) 

Codon Usage Database 

NCBI Conserved Domain Search 

A Conserved Domain Database and Search 

Service, v2.03 

Conserved Domain Database 

DrawHCA 

Ensembl 

(Project Ensembl) 

GenBank 

(National Center for Biotechnology Information) 

GeneBee 

Molecular Biology Server 

lAllGN 

(LALlGN-find multiple matching subsegments in 

two sequences) 

MultAlin 

(Multiple sequence alignment with hierarchical 

clustering) 

OligoAnalizer 3.0 

IDT SciTools 

Oligonucleotide Properties Calculator 

ver 3.07 

ORFinder 

(Open Reading Frame Finder) 

PROSITE 

Database of protein families and domains 

PSIPRED 

(The PSIPRED Protein Structure Prediction 

Server) 

THE MEMElMAST SYSTEM 

(Motif Discovery and Search, Version 3.0) 

Dirección electrónica 

http://skonops. i mbb. forth.g r/ Ano Base/ 

http://paris.chem.yale.edu/extinct.frames.html 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

http://www.kazusa.or.jp/codon/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 

http://www.ncbLnlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=cdd 

http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/RPBS/cgi­

bin/Ressource.cgi?chzn_lg=fr&chzn_rsrc=HCA 

http://www.ensembl.org/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

http://www.genebee.msu.su/ 

http://www.ch.embnet.org/software/LALlGN_form.html 

http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html 

http://207 .32 .43. 70/biotools/ol igocalc/ol igocalc.asp 

http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html 

http://us.expasy.org/prosite/ 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html 

http://meme.sdsc.edu/meme/website/intro.html 
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ANEXOS 

TIGR http://www.tigr.org/ 

(The Institute for Genomic Research) 

TMPred http://www.ch.embnet.org/software/TMPREO_form.html 

Prediction of transmembrane regions and 

orientation 

2. Preparación de células químicamente competentes 

COMPONENTES UTILIZADOS 

Placas de medio LB sin antibiótico. 

Medio LB líquido. 

DMSO. Dimetilsulfoxido. 

Crioviales de 2 mI. 

Nitrógeno líquido. 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. Buffer TB. 10mM PIPES, 55 mM MnCI2, 15 mM CaCb'2H20, 250mM KCI. Disolver en agua, 

ajustar el pH a 6.7 con 5 N KOH antes de adicionar el MnCI2, ajustar al volumen deseado. Esterilizar con 

membrana de 0.22!JM y almacenar a 4 ce. 

Las células E.coli TOP-1 O químicamente competentes, se prepararon de acuerdo al siguiente protocolo: 

1. Sembrar células TOP-10 en una caja de medio LB sin antibiótico. Incubar a 37ce por doce horas 

o hasta obtener colonias pequeñas separadas. 

2. Colocar 25-50 mi de medio LB líquido en un matraz de 250 mI. Inocular con una colonia pequeña 

y poner en cultivo agitado a 300 rpm a 22 ce (procurando tener buena oxigenación del cultivo). 

3. Monitorear el cultivo hasta obtener una 00600 de 0.4-0.6. 

4. Repartir el cultivo colocando 2 mi por tubo. 

5. Incubar en hielo por 10 mino 

6. Centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4 ce (si se centrifuga el cultivo completo en un tubo de 50 mi 

debe hacerse a 5000 rpm por 10 min a 4 ce). 

7. Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla, adicionar 600 !JI de buffer TB frío por cada 2ml 

de cultivo. 

S. Incubar por 20 min en hielo. 

9. Centrifugar por 10 min a 3000 rpm si son tubos eppendorf de 1.5 mi (o 3000rpm por 10-15 min si 

es un tubo de 50 mi) a 4ce. 

10. Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla, adicionando 150 !JI de buffer TB frío por cada 2 

mi de cultivo original. 

11. Adicionar 10 !JI de DMSO por cada 2 mi de cultivo, y colocar en hielo (si se trabajo el cultivo 

completo, alicuotar en tubos eppendorf de 1.5 mi colocando 150 !JI de la mezcla por tubo). 

12. Incubar por 10 min en hielo. 

13. Congelar rápidamente al pasar los tubos a nitrógeno líquido. 

14. Almacenar a -70 ce. 
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3. Localización de oligonucleótidos utilizados 

1 
1 

91 
10 

181 
40 

cgcgggggtgtggctgtggcagcgaacaaagttgctgttgctgctgctgcaaccgctccagc~GTGTACACGGGATAGCATACCTT 
M R V H G 1 A Y L 

r::@=TA=-a~l::---::GC=T:-::G-=CAA=-=-:C=:C=:GC=T:-::C=CA=-GC=GA=T;;:;J9 

CAGGGGCATTTCCCTAGAAGGCAGAAACCGACGGCCACAAACCGTACCGTCGTGCCATCGGCGTCGTGCCTCTGGCTGTTATTGTTCGCG 
Q G H F P R R Q K P T A T N R T V V P S A S C L W L L L F A 

GCGATCTTTGTTGCTGGAGGAGTAGCAGCTGATGCGCTTGGCAAGCGGAACGTATTCTACGTCAAGCTCAACACCACGGAGAAAACGTAC 
A 1 F V A G G v A A D A L G K R N V F Y V K L N T T E K T Y 

271 AAGGCGAGCGATGAGAAACCGACGCTGTGGTCGAAGGAACAGGACGCACCCCGAATACGGCCGCACTTCAGTCTGGCCAAAACGTCGCAC 
70 K A S D E K P T L W S K E Q D A P R 1 R P H F S L A K T S H 

361 TTTCTGTTCGACCTGAACCGATACCGGTGCGAGGTGGCGAGCGCCGGCAATGGAACAGCGGCCGTCCCGCTGGTTAGTGCCGACTGCCGC 
100 F L F D L N R Y R C E V A S A G N G T A A V P L V S A D C R 

451 AACCGGACCGCACTGTTCCGGGCGAAAATCATCGGCGAACTGAGCCGACGGTTAAAGGAACCGGTCCCGGCGAGCGGACAGTATCAGGTG 
130 N R TAL F R A K 1 1 GEL S R R L K E P V P A S G Q y Q v 

541 
160 

631 
190 

721 
220 

811 
250 

CGGTATAGCCGGCCGTTCCAGCAGCGACCCCTCGGTACGGGTCAGTGCCGGTTGCGGCAGGCGAATGTGCGCGTCCTGTCCTGGAAGGAG 
R y S R P F Q Q R P L G T G Q C R L R Q A N V R V L S W K E 

CCACCGTTTGCGTGGAACGAGCTCGGCACTTACCTACCGGTGACGCCATTGTTCGATCCGGATACGGCTACCAACAGGAGCTGCGTGATA 
P P F A W N E L G T Y L P V T P L F D P D T A T N R S C V 1 

GTGGCCAGCGCCGGTTCGCTGAAACGCTCCCGGCTTGGGCCGTTCATCGATGGTCACGATATTGTGATGCGGTTCAACCATGCACCAACC 
v A S A G S L K R S R L G P F 1 D G H T 

GAGGGCTTCGAAGCGGACGTCGGAGCGAAGACGACGATCCGCGTACTCAACTCGCAGGTCGTCACGAAGCCTGAGTACCGGTTGCTGACG 
E G F E A D V G A K T T 1 R V L N S Q v V T K P E Y R L L T 

901 GCACCACTGTTCCGGAACGTTACGATAGCGGCCTGGGATCCGGGCAAGTTCGATCAACCGCTGTCCGAGTGGTTGGCCAATCCGGACTTT 
280 A P L F R N V TIA A W D P G K F D Q P L S E W L A N P D F 

991 
310 

1081 
340 

1171 
370 

1261 
400 

1351 
430 

1441 
1531 
1621 
1711 

AATCTGTTCGAGAACTTCAAGAAGTTTCGCAGCCAGTACCGGGATGCCAACTTCCACATCATCGATCCGCGCAGCATCTGGCGGGCGTGG 
N L F E N F K K F R S Q y R D A N F H lID P R S 1 W R A W 

@ACCGGGATGCCAACTTCCACATCA STNGSP21 

ACGGCCCTTCAGGATCTCACTCCCTTTCCGATCCGACAGAACCCTCCAACATCCGGTTTCATCGGCCTTGGACTGCTGCTGCCCGTGTGC 
TAL Q D L T P F P 1 R Q N P P T S G F 1 G L G L L L P V C 

~CCGGATGTTGGAGGGTTCTGTCG STNGSP11 

CGGTACATTGACATCGTGGAGTACATTCCGAGCACTCGCATGAACGGTCTCTGTCACTATTACGATGAAGAGCTCAATCTTGGCTGTACG 
R y 1 D 1 V E Y 1 P S T R M N G L C H y Y D E E L N L G C T 

TGCGAGTGCTCGGAATGTACTCCA STGSP1 ~GCTCATCG@CGTAGT~T~ AaR11 
GAGTGCTCGGAATGTACT AaST 

TTCGGCGCGTGGCACCCGCTGGCGGCCGAGAAGCTGCTCGTCTTCCAGATGAATGCCGCCAGCGATTACACCGTCTTTCAGCAGGGCACC 
F G A W H P L A A E K L L V F Q M N A A S D Y T V F Q Q G T 

GCTTCTCCGCCGCTAGTGGATGCC Agv 
TCTCCGCCG • GCCA AaR2 

GTCCGCATCTACAGTGATACGCTGGATCAAT~tCgtccggccgtccgtccgtccattccgtaaaccacttccggcacctgtcaca 
V R 1 Y S D T L D Q C * 

r=@-=TAa~2=-"';:A:""'C"""GGC~C":"'GGA-:-="""C'-:GAA---""C--TA ..... GCA-:-=--T ...... T=9 

cctgtgaccggggcatcggcgcgtgagctatggcaggtggtggtgcaaaacaattagcaaacagaacgaattaattaagcaatgcgaatc 
gacgacagctaaggtcgtgctggatcgatgcccgtcagcgtattagacattccagccgaggctctgtgcgcgatttcgatgacaatatcg 
acgacgcggatcagaccgagaccaaacagcaaccagccaggagtgcagtgggtacggttttgcatttgaagcta~acgatac 
ccgggcacggagtagcaaata@F6FF6F€6FFFF€Fi 

ANEXOS 
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4. HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) 

Región del dominio catalítico de Anopheles albimanus 
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