
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA
DE MÉXICO

FACULTAD DE QUÍMICA

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS

CLONACIÓN DEL RECEPTOR TIPO III DEL
TGF-β DEL PEZ CEBRA (Danio rerio).

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE :

MAESTRO EN CIENCIAS (BIOQUÍMICAS)

P      R      E      S      E      N      T      A  :

ADVERQUEYDI ZÚÑIGA TOALÁ

Tutor: DR. FERNANDO LOPEZ CASILLAS

MÉXICO, D. F. Junio 2006



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



CLONACIÓN DEL RECEPTOR TIPO III DEL TGF-β DEL
PEZ CEBRA (Danio rerio).

RECONOCIMIENTOS

Esta tesis de maestría se realizó bajo la dirección del Dr. Fernando López Casillas
en el laboratorio 202 ote., en el Departamento de Biología Celular del Instituto de
Fisiología Celular de la Universidad  Nacional Autónoma de México.



Miembros del Jurado:

Dr. Jorge Vázquez Ramos
Dra. Herminia Loza Tavera
Dra. Marina Macías Silva
Dr. Jesús Aguirre Linares

Dr. Marco A. Cerbón Cervantes



Dedico esta tesis con mucho cariño

A mis padres

Isolina y Manuel



Agradezco al Dr. Fernando López Casillas por permitirme formar
parte de su grupo.

Al Dr. Ernesto Maldonado por permitirme realizar gran parte de
esta tesis en su laboratorio.

A la Dra. Herminia Loza Tavera, por todas las sugerencias
hechas durante este trabajo. Muchísimas gracias Herminia.

A la Dra. Rosa Navarro Gonzáles por sus comentarios durante los
seminarios.

Al Med. Cir. Valentín Mendoza Rodríguez, por todas sus
sugerencias para la realización de este trabajo. Por todos los
consejos que me dio para que finalmente terminará este trabajo.

A todos mis compañeros del laboratorio 202 ote y del laboratorio
125 nte.



ÍNDICE DE CONTENIDO

                                                                                                                  Página

Índice de figuras       iii
Abreviaturas                 iv
Resumen      vi

I. INTRODUCCIÓN                 1

1. El TGF-β      1
1.1 La Síntesis del TGF-β      2
1.2 La estructura del TGF-β            5
2. Los receptores del TGF-β      6
3. Los  receptores tipo I y II      6
4. El receptor tipo III                  8
4.1 Las características estructurales del betaglicano       9
4.2 La forma soluble y membranal del betaglicano      11
4.3 El betaglicano como co-receptor de inhibina            13
4.4 El betaglicano en el desarrollo cardiovascular      14
4.5 Las interacciones del dominio citoplasmático del betaglicano con      15
      los receptores tipo II
4.6 La expresión del betaglicano         15
4.7 La endoglina      15
5. Las proteínas Smads      16
6. El Pez Cebra como modelo de estudio en la biología del desarrollo      20
6.1Los estadios del desarrollo del pez cebra      22

II. OBJETIVOS      25

III. RESULTADOS      26

1. Clonación del exón 5 al exón 16
28
2. Amplificación del extremo  5' del cDNA  (5' RACE)      29
3. Amplificación del extremo  3' del cDNA  (3' RACE)        31
4. Localización y estructura in silico del gen Betaglicano en D. rerio.              31
5. Comparación del betaglicano de pez cebra con otras especies      38
6. Expresión del betaglicano en pez cebra
38

IV. DISCUSIÓN DE RESULTADOS      44



V. CONCLUSIONES      46

VI. MATERIALES Y MÉTODOS      47

1. Clonación del exón 5 al exón 16
47
2. Amplificación del extremo  5' del cDNA  (5' RACE)      48
3. Amplificación del extremo  3' del cDNA  (3' RACE)      48
4. Transcripción in vitro e hibridización in situ      49
5. Preparación de RNA total apartir de embriones                  55
6. Cuidado de los peces
57
7. Análisis in silico del betaglicano      58

VII. BIBLIOGRAFíA            59



ÍNDICE DE FIGURAS
Página

Figura 1. El Precursor y la forma latente del TGF-β   4
Figura 2. La estructura del TGF-β    5
Figura 3. Los receptores de transducción de las señales para  el TGF-β   7
Figura 4. El mecanismo de transducción de las señales del TGF-β   9
Figura 5. Las características estructurales del betaglicano   10
Figura 6. Marcado por afinidad del betaglicano en células COS-1   11
Figura 7. La estructura de los receptores tipo III (betaglicano y endoglina)  12
Figura 8. Efecto del betaglicano sobre la acción del TGF-β   13
Figura 9. Las proteínas Smads
18
Figura 10. Los dominios de las proteínas Smads y sus funciones   19
Figura 11. El pez cebra adulto
21
Figura 12. Ciclo de vida del pez cebra (Danio rerio)             23
Figura 13. Alineamiento entre el betaglicano murino (rat) y dos clonas        26
               de pez cebra (zv) encontradas en www.ensembl.org/Danio_rerio
Figura 14. Diseño de la biblioteca de cDNA de pez cebra   27
Figura 15. Obtención del cDNA del betaglicano   28
Figura 16. Amplificación del exón 5 al 16 del betaglicano (BG)   29
Figura 17. Amplificación del extremo 5'  del cDNA de              31               
                 betaglicano (RACE)
Figura 18. Amplificación del extremo 3'  del cDNA de                       32
                 betaglicano (RACE)
Figura 19. Secuencia completa del cDNA del betaglicano de pez cebra   34
Figura 20. Mapa genético de la distribución de intrones y exones    35
                 del betaglicano
Figura 21. Alineamiento múltiple de los exones 13 y 14   37
Figura 22. Alineamiento múltiple entre las distintas especies   40
                de betaglicano
Figura 23. Transcripción in vitro de Betaglicano (BG) y Myo-D   41
Figura 24. Hibridaciones in situ
42
Figura 25. Expresión del BG desde estadios tempranos (E, epibolia)   43
hasta estadios tardios (Días, 2, 3 y 5).

Tabla 1. Superfamilia del TGF-β y sus actividades representativas   3
Tabla 2. Comparación del betaglicano de pez cebra con sus  35
              homólogos en otras especies
Tabla 3. Tamaño de los exones del betaglicano de pez cebra  36
Tabla 4. Tamaño de los intrones del betaglicano de pez cebra  36



ABREVIATURAS

aa     Aminoácidos
ActRII     Receptor tipo II de activina
ActRI      Receptor tipo I de activina
ALK        Activin receptor like-kinase
BAMBI    BMP and Activin receptor membrane bound inhibitor
bFGF      Factor de crecimiento para fibroblastos básico
BG     Betaglicano
BG-KO   Ratón knockout del  gen betaglicano
BMPs     Bone morphogenetic proteins
BMPRI   Receptor tipo I de BMPs
BMPRII  Receptor tipo II de BMPs
CBP       CREB-binding protein
Cdk        cyclin-dependent protein kinase
CREB     cAMP response element binding protein
DNA     Ácido Desoxirribonucleico
dpf         días post fertilización
dpp        decapentaplegic
FISH       Fluorescent in situ hibridization
FKBP12 Proteína Inmunofilina
FSH       Hormona Folículo Estimulante
GAGs     Cadenas de glicosaminoglicanos
GDNF     Factor nervioso de crecimiento y diferenciación
GDF        Factor de crecimiento y diferenciación
Hgs         Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
hpf          horas post fertilización
LAP        Latency-Associated Protein
LLC        Large Latent Compex
LTBP      Latent TGF-β-binding Protein
MAD       Mothers against dpp
MAPK     Mitogen-activated protein kinase
MEC       Matriz extracelular
MH1       Dominio de homología a MAD 1
MIS/AMH  Müllerian inhibiting subtance/ Anti-Müllerian hormone
NCBI     Centro Nacional de Información Biotecnológica (USA)
NGF       Factor de crecimiento neuronal
NUP       Nested universal primer (oligonucleótido)
ORF     Open Reading Frame
pb     Pares de bases
PCR      Polymerase Chain Reaction
PDP       Piruvato deshidrogenasa fosfatasa
PTU        1-fenil-2-tiourea
PDGF     Factor de crecimiento derivado de plaquetas
RNA       Ácido Ribonucleico
SARA     Smad anchor for receptor activation



Ski         Sloan-Kettering Institute proto-oncogene
SLC        Small Latent Complex
Smurf 1  Smad ubiquitination regulated factor 1
SnoN      Ski-related novel gene N
TGIF       Correpresor tanscripcional de las Smads
TGFβ     Factor de crecimiento transformante tipo beta.
TβRI       Receptor tipo I del TGF-β
TβRII      Receptor tipo II del TGF-β
TβRIII     Receptor tipo III de TGF-β ó betaglicano
UPM       Universal Primer Mix  (oligonucleótido)
UTR        Untranslated Region



Resumen

El betaglicano o receptor tipo III del TGF-β es un proteoglicano de membrana

plasmática, con un dominio extracelular grande, un pase transmembranal y una región

carboxilo terminal  muy conservada. El betaglicano modula el acceso del TGF-β a sus

receptores de señalización; la forma membranal favorece su acceso y la forma soluble

lo impide. El ratón carente del gen para el betaglicano  (BG-KO) muere en el útero

materno por problemas severos en el desarrollo del hígado y  el corazón.

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que determinan la letalidad embrionaria

temprana en el BG-KO emprendimos  la tarea de obtener el cDNA y determinar su

expresión durante el desarrollo temprano del pez cebra (Danio rerio). La estructura

primaria del betaglicano en esta especie demostró que está formada por 848

aminoácidos y presenta un 64 % de identidad comparada con el betaglicano murino. La

comparación  de la secuencia primaria entre estas dos especies, señala que 15 de 16

cisteínas están conservadas (excepto la que se encuentra en el péptido señal). La

Ser522 es la contraparte de la Ser533 del betaglicano murino, sitio de adición de las

cadenas de heparán sulfato; además, la región transmembranal y el dominio carboxilo

terminal son casi idénticos en ambas especies (>90 % de identidad). El arreglo

genómico de intrones y exones está conservado en ambas especies,  exceptuando los

exones 13 y 14  que están juntos en el pez cebra, a diferencia de lo que ocurre en

especies como el ratón y el humano donde están separados. Finalmente, el RNA



mensajero  del betaglicano se encuentra  presente en embriones de D. rerio desde las 7

horas post-fertilización hasta los 5 días post-fertilización.
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I. INTRODUCCIÓN

     En  los  organismos  metazoarios  es  esencial que las células se comuniquen
con sus vecinas. Detectar lo que sucede en su ambiente  y responder de manera
adecuada ante diversos estímulos es una situación de sobrevivencia. Los
organismos han desarrollado diversas moléculas y formas de señalización
celular que les permiten saber el estado del organismo completo. El  fascinante
tema de la comunicación celular ha permitido a través de los últimos años
dilucidar de forma bastante clara cómo las células transmiten sus mensajes a
otras células específicas y como estas responden apropiadamente ante el
estímulo, desarrollando el concepto de transducción de señales. La
investigación  en este tema ha permitido observar cómo la comunicación entre
las células es bastante precisa y altamente regulada, y cuando se pierde esta
precisión  y/o regulación  las  consecuencias son  nocivas para el organismo [1,
2].

1. El TGF-β

     En los años 1980s se identificó un factor  que tenía la capacidad de   producir
un fenotipo  de células transformadas (promover crecimiento independiente de
anclaje) en cultivos de fibroblastos, esta proteína recibió el nombre de Factor de
Crecimiento Transformante tipo beta, TGF-β (“Transforming Growth Factor type
beta”). Posteriormente se descubrió que este factor podía promover o inhibir el
crecimiento celular dependiendo del tipo celular examinado [3, 4].  En general,
los  TGF-βs tienen efecto mitogénico en células de origen mesenquimal y  un
efecto antiproliferativo en células de origen epitelial, endotelial  y
hematopoyéticas [5, 6]. El efecto inhibitorio del TGF-β en estas células está
mediado por: a) la disminución de la expresión del proto-oncogen c-myc (factor
de transcripción que promueve la proliferación celular en muchos tejidos); b) la
disminución de la expresión de la proteína fosfatasa de tirosinas Cdc25A
(principal proteína implicada en remover los fosfatos inhibitorios de los complejos
ciclina D-Cdk4/6, que son los motores del ciclo celular) ; y c) el aumento de la
expresión de las proteínas  p15Ink4b y p21Cip, cuya función es inhibir los
complejos ciclina D-Cdk4/6 [7].

     El  TGF-β  es   el miembro   prototipo  de  una  superfamilia  de  factores    de
crecimiento celulares que comprende aproximadamente 30 miembros  que se
expresan desde Drosophila hasta los humanos. Esta citocina  tiene funciones en
el crecimiento celular, diferenciación, angiogénesis, formación de matriz
extracelular, homeostasis, morfogénesis, desarrollo embrionario y la  respuesta
inmune. La superfamilia del TGF-β se ha  dividido en varias subfamilias en
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función de comparar las secuencias de los dominios bioactivos: BMP2, BMP5,
GDF5, Vg1, BMP3, miembros intermedios, activinas, TGF-β  y miembros
distantes (tabla 1) [5, 6].
     Existen tres isoformas de TGF- β en mamíferos: TGF- β1, TGF-β2 y TGF- β3;
en pollo se describió el homólogo de TGF-β1 y se le denominó TGF-β4 y en
Xenopus leavis se ha encontrado una isoforma a la que se le  asignó  el  nombre
de TGF-β5. Cada una de las tres isoformas en vertebrados tiene una
localización cromosómica diferente; en humanos: TGF-β1 en 19q13, TGF-β2 en
1q41 y TGF-β3 en 14q24 [5].  Todas las isoformas  de TGF-βs están muy
conservadas entre ellas y entre las especies. El TGF-β1 maduro  tiene una
similitud  del 97 % en varias especies de aves y de mamíferos, lo mismo es
observado para las isoformas TGF-β2 y TGF-β3. El TGF-β1 comparte una
identidad  del 74 % con el TGF-β2 y 76 % con el TGF-β3, y las isoformas de
TGF-β2 y TGF-β3 comparten entre si una identidad del 82 % [8, 9]. El alto grado
de identidad que comparten  las tres isoformas de TGF-β y las funciones
similares que de forma general  tienen in vitro,  sugiere que estas proteínas
tienen funciones redundantes. Sin embargo, ésto no es cierto in vivo. La
evaluación de la función que   tiene cada una de estas tres proteínas en ratones
knockout  (en los que  alguno de los genes ha sido inhabilitado), claramente
señala que cada una de las isoformas de TGF-β tienen funciones únicas que no
pueden ser sustituidas por ninguna de las otras isoformas, al menos durante el
desarrollo embrionario del ratón. En ratones knockout de TGF-β1, la mitad
mueren de forma intrauterina y la otra mitad que sobrevive desarrolla una
respuesta inflamatoria excesiva que les produce la muerte en la tercera  o cuarta
semana de vida  [10, 11]. En los ratones que carecen del gen TGF-β2, dos
tercios mueren justamente antes del alumbramiento, el tercio restante que nace
son cianóticos y mueren minutos después. El análisis de estos ratones permite
observar que tienen múltiples defectos  en el desarrollo cardiaco, pulmonar,
columna vertebral, en las extremidades, oído interno y aparato urogenital [12].
Los ratones knockout  de TGF-β3 mueren en el útero, presentando  paladar
hendido y defectos en el desarrollo pulmonar [13, 14]. Los ratones que carecen
de ambas isoformas de TGF-β2 y TGF-β3 tienen una letalidad en el día 15.5 del
desarrollo embrionario  y los fenotipos presentados son más severos que cada
una de las isoformas por separado [15].

1.1 La Síntesis del TGF-β

     Todas las isoformas del TGF-β son  sintetizadas como precursores diméricos
y secretadas al medio extracelular como formas inactivas. La célula produce un
precursor  dimérico del TGF-β1 de 390 aminoácidos  por monómero, el cual
tiene un sitio de corte  de cuatro aminoácidos básicos que precede al dominio
bioactivo (figura 1), los 112 residuos del extremo carboxilo. La pro-región amino,
llamada péptido asociado de latencia (LAP) tiene las siguientes  funciones:
favorecer la dimerización y el plegamiento adecuado del dominio  bioactivo
durante  la   síntesis   y   permitir   la  unión   a  la  forma  activa  del  factor, para
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Tabla 1. Superfamilia del TGF-β y sus actividades representativas.

Nombre                          %                                   Actividades representativas
Subfamilia BMP2
BMP2 (DppD)             100          Gastrulación, neurogénesis, condrogénesis, apoptosis
BMP4     interdigital.

Subfamilia BMP5
BMP5 (60 AD)              61           Desarrollo de órganos (riñón), y neurogénesis.
BMP6/Vgr1              61
BMP7/OP1              60
BMP8/OP2              55

SubfamiliaGDF5
GDF5/CDMP1               57           Condrogénesis en el desarrollo de las extremidades.
GDF6/CDMP2               54
GDF7             57

Subfamilia Vg1
GDF1 (Vg1 X)             42     Inducción del mesodermo axial en ranas y peces.
GDF3/ Vgr2             53

Subfamilia BMP3
BMP3/ Osteogenina       48           Diferenciación osteogénica, formación de hueso y
GDF10               46           quimiotaxis de monocitos.

Miembros intermedios
Nodal (Xnr 1 a 3 X)         42            Inducción del mesodermo axial, regulación de la
Dorsalina             40            diferenciación celular en el tubo neural e inhibición del
GDF8             41            crecimiento del músculo esquelético.
GDF9             34

Subfamilia activinas
Activina βA             42            Producción de la hormona folículo estimulante y
Activina βB             42            diferenciación celular eritroide, inducción de mesodermo.
Activina βC             37
Activina βE                    40

Subfamilia TGF-β
TGF-β1             35            Control de la proliferación y la diferenciación celular,
TGF-β2             34            producción de matriz extracelular, inmunosupresión.
TGF-β3             36            Funciones importantes en el desarrollo embrionario.

Miembros distantes
MIS/AMH             27            Regresión del tubo Mulleriano.
Inhibina A             22            Inhibición de la producción de FSH.
GDNF             23            Sobrevivencia de neuronas y desarrollo del riñón.

Todos los miembros en esta lista se han identificado en humano y/o ratón. En
paréntesis se encuentran los homólogos importantes en Drosophila (D) y
Xenopus (X). %  es el porcentaje de identidad entre BMP2 y los respectivos
polipéptidos maduros. Modificado de Massagué [6].
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Figura 1. El Precursor y la forma latente del TGF-β. El precursor del TGF-β1
está formado por un péptido señal NH2, un prodominio y el dominio bioactivo
(factor maduro) compuesto por nueve cisteinas (C), que participan en la
formación del “nudo de cistinas”.  La secuencia RXXR, es el sitio de corte para
liberar al dominio bioactivo. El prodominio (LAP) después de ser cortado
proteolíticamente permanece asociado al dímero de TGF-β por interacciones no
covalentes, formando lo que se llama el Complejo Latente Pequeño (SLC). El
SLC se une a la proteína LTBP por  medio de puentes de disulfuro ( ) para
formar el complejo latente grande (LLC).  El LLC se une a la matriz extracelular
(MEC). En la forma precursora del TGF-β de la parte inferior de la figura, N y C
representan el dominio amino y carboxilo, respectivamente. Modificado de [5].

producir un complejo latente (el LAP-TGF-β, se le denomina complejo latente
pequeño, SLC). El SLC es secretado de forma constitutiva, excepto en las
plaquetas  donde es almacenado en los gránulos α. El SLC  se asocia a la
proteína de unión al TGF-β latente (LTBP, figura 1); la LTBP favorece la unión
del SLC a las miofibrillas de la matriz extracelular  de algunos tipos de células
[16]. En  el complejo latente  el TGF-β no tiene actividad, presumiblemente
porque no puede unirse a sus receptores  de superficie celular [17]. Para que el
TGF-β  tenga actividad, debe liberarse del complejo latente. In vitro esto se logra

Pro-TGF-β

Secreción

Complejo latente de TGF-β

N C
LAP TGF-β

C N
LTBP

LLC

SLC
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Péptido
Señal

RXXR
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mediante la exposición a detergentes o pH extremo, indicando que la interacción
es de tipo no-covalente [5]. La activación del TGF-β en condiciones fisiológicas
es más compleja. Se ha demostrado que una proteína de matriz extracelular, la
trombospondina-1, se une al complejo latente cambiándole la conformación, lo
que permite que el TGF-β sea liberado del complejo de latencia y pueda unirse a
sus receptores [18]; también la integrina αvβ6 puede activar al TGF-β1, por
medio de una interacción con el péptido asociado de latencia que permite que el
TGF-β  se una a sus receptores [19].

      La vida media del TGF-β  bioactivo en circulación es corta (<3 min) y la unión
a diversas proteínas  como la α2-macroglobulina, el proteoglicano decorina,
proteínas acarreadoras como albúmina o IgG, estan implicadas  en su
degradación y/o en mantener un reservorio de TGF-β  en el organismo [5].

1.2 La estructura del TGF-β

     El    TGF-β   bioactivo   es    un   homodímero   formado    por   dos   cadenas
polipeptídicas de 112 aminoácidos unidos por un  enlace tipo puente disulfuro.
La estructura cristalográfica del  TGF-β2 reveló  que seis de las nueve cisteínas
que se encuentran en cada monómero (figura 2A), forman una estructura central
rígida, conocida como el nudo de cistinas [20]. Esta estructura está formada por
un anillo  de ocho aminoácidos cerrados por dos puentes disulfuro y atravesados
por un tercer puente. De este nudo de cistinas  se extienden cuatro hojas beta
antiparalelas y una alfa hélice [21, 22]. Una séptima cisteína  forma un puente
disulfuro  con su correspondiente cisteína en el otro  monómero. Los monómeros
están orientados   en forma antiparalela uno del otro y la cara interna de las
hojas beta en uno de los monómeros forma interacciones hidrofóbicas con la alfa
hélice del otro monómero (figura 2B). A diferencia de los otros miembros  de la
familia, los  TGF-βs y las Activinas  contienen una región  amino con dos
cisteínas. En el  TGF-β2 esta región forma una pequeña alfa hélice  que se
encuentra unida a la primera hoja beta  por un puente disulfuro entre estas dos
cisteínas (figura 2B).  Las características tridimensionales observadas  en el
TGF-β2 son similares a la de otros miembros de la superfamilia. El factor de
crecimiento  neuronal (NGF)  y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) son dos factores diméricos  cuya secuencia primaria es muy divergente
de la secuencia del TGF-β y  sin embargo también presentan el nudo de cistinas
(figura 2C) [20]. Esto sugiere que este motivo estructural se ha conservado
bastante durante la evolución, probablemente porque le confiera estabilidad a
estas proteínas extracelulares [23].  
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Figura 2. La estructura del TGF-β. A. Modelo de listones del TGF-β2. Los
monómeros están orientados en forma antiparalela uno del otro. B.
Representación del nudo de cistinas. El “nudo de cistinas”, es una estructura
central rígida formada por un anillo de ocho aminoácidos  cerrados por dos
puentes disulfuro  y atravesados por un tercer puente. De este  nudo de cistinas
se extienden cuatro hojas beta antiparalelas y una alfa hélice. Una séptima
cisteína forma un puente disulfuro con su correspondiente cisteína en el otro
monómero. C. Representación del nudo de cistinas en otros factores de
crecimiento. Proteínas que no pertenecen a la familia del TGF-β como NGF y
PDGF, conservan el nudo de cistinas. Tomado de [21].

2. Los receptores del TGF-β

     Los TGF-β  y factores relacionados de la superfamilia del TGF- β transducen
su señal a través de una familia de proteínas transmembranales con actividad de
cinasas de serinas y treoninas, los receptores tipo I y II (TβRI y TβRII)  [6, 24].
     La búsqueda de  proteínas  que tuvieran la capacidad de unir al TGF- β  en la
superficie celular  por la técnica de marcado por afinidad, reveló la  existencia de
varias proteínas  con  la propiedad de unir TGF-β y fueron clasificadas de
acuerdo a  su peso molecular como receptores tipo I, II y III [25]. Los receptores
tipo I y II son glicoproteínas  transmembranales (53 y 75 kDa, respectivamente)
con actividad de cinasa de serinas y treoninas y están involucrados directamente
en la vía de transducción de señales por TGF-β [26, 27], mientras que el
receptor tipo III no tiene función de transducción  de señal y se ha considerado
que únicamente modula el acceso del TGF-β a los receptores de señalización.
Los TβRI y TβRII tienen la capacidad de distinguir entre las diferentes isoformas
del TGF-β, los receptores unen con alta afinidad al TGF-β1 y TGF-β3 y
presentan una afinidad muy baja por TGF-β2  [6].

3. Los receptores tipo I y II

     Los TβRI y TβRII presentan un dominio extracelular relativamente corto (150
aminoácidos), un pase transmembranal y una región citoplasmática con
actividad de cinasa de  serinas  y  treoninas (figura 3).  La    región    extracelular

B CA POGf·BB 
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Figura 3. Los receptores de transducción de las señales para  el TGF-β. Los
receptores I y II son proteínas transmembranales, con un dominio de unión al
ligando (en el extremo amino terminal) en la parte extracelular y un dominio de
cinasa  en la parte intracelular (extremo carboxilo terminal). El receptor I tiene el
dominio GS altamente conservado (TTSGSGSG) que precede al dominio de
cinasa, siendo un sitio para la  regulación por fosforilación. La proteína FKBP12
se une al motivo estructural Leu-Pro (LP) del receptor I en su estado inactivo. El
receptor tipo II  tiene en su extremo carboxilo terminal una secuencia con un alto
contenidos en residuos de Ser, cuya función aún se desconoce. En el TβRII  se
indican las Ser209 y Ser409 necesarias para el efecto autocatalítico. Tomado de
[6].

presenta glicosilaciones en residuos de asparagina  y contiene 10 o más
cisteínas que determinan el plegamiento de esta región [28, 29].

     El   receptor   tipo  I   tiene    la   secuencia   característica SGSGSG, llamado
dominio GS (por su contenido de Gly-Ser)  en el extremo amino que precede al
dominio de cinasa [27]. Inmediatamente después de la región GS, tiene un
motivo estructural Leu-Pro, que sirve para la unión de la proteína inmunofilina
FKBP12. Esta proteína se une al dominio GS no fosforilado, inhibiendo la
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señalización por TGF-β [30, 31, 32]. La  proteína BAMBI (que actúa como
pseudo-receptor) presenta un dominio de unión de ligando  y una región
citoplasmática muy corta  similar al TβRI; BAMBI compite con el TβRI para
incorporarse al complejo de receptores de señalización inducidos por ligando,
bloqueando la señalización [33].

     El receptor tipo II  en  su extremo carboxilo tiene una  región rica   en serinas
y treoninas. Esta región es un sitio de regulación potencial por fosforilación [34],
sin embargo su deleción no tiene efecto en la señalización por TGF-β [35]. La
cinasa del TβRII es activa de forma  constitutiva; requiere de la  fosforilación en
la Ser216 para mediar su efecto catalítico;  la  fosforilación  en  la  Ser409  estimula
la  capacidad  del  receptor II para fosforilar el dominio GS del TβRI  [36 ]. La
unión del TGF-β  al TβRII  permite el reclutamiento del TβRI al complejo de
señalización (TβRII-TGF-β-TβRI); la cinasa del TβRII fosforila múltiples serinas y
treoninas en la secuencia TTSGSGSG de la región GS citoplasmática del TβRI,
permitiendo la activación de la cinasa del TβRI [27]. La fosforilación en el
dominio GS del TβRI produce que la superficie donde se une  la  proteína
FKBP12 modifique su conformación y se convierta en un sitio de alta afinidad
para las proteínas Smads, factores transcripcionales en la vía  canónica del
TGF-β (Figura  4)  [37]. Los  receptores  I  y  II  poseen    afinidad intrínseca
entre ellos, pero su asociación en condiciones fisiológicas es estimulada por la
unión del TGF-β al receptor tipo II [38]. El TβRI requiere al TβRII para unir TGF-
β, pero el TβRII necesita al TβRI para  transducir la señal [39 ].

4. El receptor tipo III

     Además de los receptores tipos I  y  II  existen  otras  proteínas   que  unen  al
TGF-β con alta afinidad. Estas  proteínas  son el betaglicano y la endoglina.
Aunque ocasionalmente se les ha denominado receptores tipo III del TGF-β,
este término es utilizado comúnmente para referirse al betaglicano (cuando
designemos al receptor tipo III en esta tesis, específicamente nos referimos al
betaglicano). Células que carecen del betaglicano (myoblastos) o de la
endoglina (endotelio)  aún responden al TGF-β, sugiriendo que estas proteínas
no participan directamente en la vía de transducción de la señal. A partir de esta
observación se les denominó “receptores accesorios”. La función que se les ha
sugerido es la de modular el acceso del TGF-β a los receptores de señalización
[6, 40]. Sin embargo los efectos in vivo de la ausencia del  betaglicano y de la
endoglina, implican a estas proteínas en funciones biológicas indispensables.
Los ratones knockout del betaglicano y  de la endoglina presentan letalidad
embrionaria, lo que indica claramente que son proteínas indispensables en el
organismo [41, 42].
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Figura 4. El mecanismo de transducción de las señales del TGF-β. El TGF-β
se une al receptor tipo II (1), esto permite reclutar (2) al receptor tipo  I, formando
un complejo heterotetramérico (3), para fosforilar al receptor tipo I (4). El
receptor I activado fosforila a la R-Smad (5), disminuyendo su afinidad por SARA
y formando un complejo con la proteína Co-Smad (6), para translocarse al
núcleo (7). En el núcleo este complejo se asocia con proteínas con capacidad de
unión al DNA (8), para finalmente unirse  y/o activar/reprimir a los promotores
(9) de genes que responden al TGF-β.

4.1 Las características estructurales del betaglicano

     El   betaglicano   es   un   proteoglicano   transmembranal  dimérico  que  une
todas     las isoformas de TGF-βs con alta afinidad [43, 44]. Posee cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs, de tipo condroitín y heparán sulfato) no requeridas
para la expresión de la proteína, ni para unir al TGF-β [45, 46]. En el betaglicano
de rata la Ser535 es el sitio para la adición de cadenas de heparán sulfato  y la
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Ser546 es el sitio para la adición de cadenas de condroitín sulfato (figura 5) [45].
Ensayos in vitro demuestran que las cadenas de tipo heparán sulfato tienen la
capacidad de unir al factor de crecimiento  para fibroblastos básico (bFGF),
aunque se desconoce si esta propiedad del betaglicano tiene alguna relevancia
fisiológica [47]. A partir de la clonación del gen del betaglicano de rata se dedujo
la estructura  primaria de esta proteína. Se sintetiza como un precursor de 853
aminoácidos, con un dominio extracelular  que contiene 16 cisteínas, una región
transmembranal y un dominio citoplasmático de 43 residuos rico serinas y
treoninas, que no tiene funciones de señalización conocidas [48, 49]. La proteína
medular (“core protein”)  del betaglicano  tiene una masa molecular calculada de
90 785 Da. Además de las glicosilaciones en las serinas, tiene aproximadamente
10 kDa de azúcares en residuos de asparaginas. La proteína medular del
betaglicano experimenta la  adición de los GAGs,   que le confiere un patrón
característico de migración electroforética  entre 280-330 kDa [48, 49, 50] (figura
6). La búsqueda de similitud con otras proteínas permitió establecer que la
región extracelular en la región amino  tiene similitud a la proteína endoglina
(figura 7) y en su porción carboxilo (del dominio extracelular) tiene similitud a la
proteína uromodulina, a los receptores espermáticos Zp2 y Zp3 y a la proteína
de secreción de gránulos pancreáticos GP-2 [51, 52]. Finalmente, el dominio
extracelular del betaglicano  presenta al menos dos sitios de unión  para TGF-β,
uno reside en la región similar a endoglina (residuos 45-409, BG de rata) y el
otro en la región similar a uromodulina (residuos 410-781, BG de rata) [46, 53,
54].

Figura 5. Las características estructurales del betaglicano. La  proteína tiene
un péptido señal (caja negra) en el extremo NH2 terminal, un dominio
extracelular grande, una región transmembranal y una  cola citoplasmática rica
en serinas y treoninas. La región amino tiene homología con la proteína
endoglina (región E, color morado), la mitad yuxtamembranal del ectodominio
tiene homología con la proteína uromodulina (región U, color naranja).  El
betaglicano tiene  2 sitios para la adición de glicosaminoglicanos (círculos
verdes), y 16 cisteínas (puntos negros).

Rop_l 
(.m.ilitwl a Endocliruo) 
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Figura 6. Marcado por afinidad del betaglicano en células COS-1. Células
COS-1 fueron transfectadas en forma transitoria con el vector vacío (pCMV5,
carril 1), o con el betaglicano membranal de ratón (carril 2). Imagen obtenida
durante mi tesis de licenciatura.

4.2 La forma soluble y membranal del betaglicano

     El betaglicano tiene la capacidad de unir  las tres  isoformas de TGF- β     con
alta afinidad (TGF-β2>TGF-β3>TGF-β1) [55, 56]. El betaglicano  membranal
(figura 8) facilita la interacción del TGF-β con sus receptores de señalización (
incrementando la señalización por la formación del complejo betaglicano-TGF-β-
TβRII), propiedad conocida como función “presentadora del TGF-β” [45, 49]. La
función presentadora del betaglicano es crítica para la isoforma del TGF-β2,
debido a que ésta tiene una afinidad  muy baja por los receptores TβRII y
TβRI[57]. Otro nivel de complejidad está dado por la  variabilidad del
betaglicano. Dependiendo de la línea celular, el betaglicano parece inhibir la
señalización por TGF-β debido al  tipo y la abundancia  de GAGs que impiden la
unión del TGF-β a la proteína medular [58]. También se ha reportado que el
betaglicano se encuentra de forma soluble en suero y matriz extracelular [59]. La
forma soluble del betaglicano inhibe la acción del TGF-β, es decir,  impide que la
citocina se asocie a los receptores tipo I y II, bloqueando la señalización del
TGF-β (figura 8) [46]. Por estas características funcionales al betaglicano se le
ha  considerado  como  una  proteína  que regula de forma dual el acceso  del
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Figura 7. La estructura de los receptores tipo III (betaglicano y endoglina).
Comparación entre el betaglicano (853 aminoácidos) y la endoglina (633
aminoácidos). La mayor similitud entre ambas proteínas se presenta en la región
membranal y en el extremo carboxilo (71 %); dos regiones con cierta similitud se
presentan en el ectodominio de  ambas proteínas (cuadros azules). Las cisteinas
en cada una de las proteínas están representados por marcas negras (  /    ).  Se
señala los sitios de adición de glicosaminoglicanos (GAGs) y la región rica en
Ser y Thr en el extremo carboxilo del betaglicano. Modificado de [52].
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Figura 8. Efecto del betaglicano sobre la acción del TGF-β. El  betaglicano
membranal  funciona como “presentador” del TGF-β al receptor tipo II facilitando
la señalización. La forma soluble del betaglicano  originado a partir de un corte
proteolítico (   ), impide que el TGF-β se asocie a sus receptores de señalización.

TGF-β a los receptores de señalización. El   betaglicano   soluble  (producido  de
forma   recombinante  en células  de insecto) bloquea  el  efecto   de  la
sobreproducción  del  TGF-β en modelos experimentales como glomerulonefritis,
tuberculosis y el cáncer de próstata y de glándula mamaria [60, 61].

4.3 El betaglicano como co-receptor de inhibina

     Las activinas y las inhibinas son miembros de la superfamilia del TGF- β que
tienen una función antagónica en la secreción celular de la hormona folículo
estimulante. Los efectos   de   la   activina   están   mediados  de  forma  similar
al TGF-β, mediante la formación del complejo de señalización: receptor tipo II-
Activina-receptor tipo I. El receptor tipo II de activina (ActRII) también tiene la
capacidad de unir inhibina (con  una afinidad  de  aproximadamente 10 veces
menor  en relación a la activina), formando un complejo inhibitorio para la
activina, ActRII-inhibina [62]. El betaglicano puede unir Inhibina A con alta
afinidad en presencia del ActRII [63], a través de su dominio similar a
uromodulina [64]. La unión de la inhibina  al betaglicano  favorece la formación
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del complejo ActRII-inhibina, que impide la señalización mediada por activina,
siendo hasta ahora el modelo que mejor  explica la función antagónica que
ejerce la inhibina sobre la activina [62]. También las Proteínas Morfogénicas de
Hueso (BMPs) utilizan al ActRII (y al BMPRI, ALK3 y ALK6)  en su vía de
señalización [65]. Luego entonces,  la formación del complejo ActRII-inhibina,
también inhibe la señalización por BMPs. La inhibina interacciona directamente
con el BMPRII en presencia del betaglicano [66]. Esto sugiere que el betaglicano
es un co-receptor que modula el acceso de varios ligandos de la superfamilia del
TGF-β. Un reporte más reciente, indica que el betaglicano participa en una vía
de señalización de forma independiente de TGF-β  a través de la activación de la
vía de p38 (MAPK) [67].

4.4 El betaglicano en el desarrollo cardiovascular

     Existen  varias  evidencias  que  sugieren  que  el  betaglicano  participa en el
desarrollo embrionario del corazón. El TβRII y el betaglicano  participan en la
transformación epitelio-mesenquimal en el corazón embrionario, mecanismo
necesario para formar las válvulas del corazón. El tratamiento con un anticuerpo
contra el betaglicano, impide que las células endoteliales que se colocan en el
lumen de las regiones  de los cojinetes (primordio de las válvulas) en explantes
de pollo, se transformen en células mesenquimales y su posterior migración,
proceso requerido para formar las válvulas del corazón [68, 69]. El patrón de
expresión del TGF-β2 durante el desarrollo murino sugirió que podría estar
participando en el desarrollo  cardiaco [70]. Durante el desarrollo embrionario del
pollo se ha observado  que el TβRII y  el betaglicano se co-expresan en las
válvulas cardiacas [71]. Los ratones knockout  del TGF-β2 presentan una
letalidad poco antes o durante el parto, teniendo problemas en la columna
vertebral, pulmones, oído interno, aparato urogenital y sistema cardiovascular
[12]. Los ratones knockout del betaglicano detienen su desarrollo en el día 13.5
embrionario, presentando problemas cardiovasculares y hepáticos [42]. Por
muchos años la función principal que se le ha asignado al betaglicano es la de
presentador del TGF-β2 [45]. La comparación de ambos fenotipos, señala
coincidencias  únicamente en los defectos cardiacos; por lo que se sugiere que
el betaglicano pudiera estar participando en otras funciones aún desconocidas
para esta proteína. El  mapeo genético del betaglicano humano por técnicas
citogenéticas y FISH, ha reportado su localización en el cromosoma 1 en la
banda 1p32-33 [72], sin embargo la secuenciación del genoma humano logró
asignar con mayor exactitud que el gen-betaglicano se encuentra en la  posición
genómica 1 p21-22 (NCBI). Un estudio realizado en humanos  reportó que un
“grupo de pacientes”  que tienen susceptibilidad  a defectos cardiacos
congénitos  con un patrón autosómico dominante y penetrancia incompleta
mapea en el locus 1 p21-31 [73]. Todos estos datos sugieren una posible
participación del betaglicano en la formación de las válvulas del corazón y
probablemente esta función   se deba  a la acción conjunta que tiene con el
TGF-β2 [74].
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4.5 Las interacciones del dominio citoplasmático del
betaglicano con los receptores tipo II

     El dominio citoplasmático del betaglicano tiene un alto   contenido de  serinas
y treoninas (42 %), sugiriendo sitios potenciales de regulación por fosforilación
[48, 49]. In vitro la cinasa del TβRII puede fosforilar al dominio citoplasmático del
betaglicano [75].   En líneas celulares humanas, se ha reportado que la cinasa
del TβRII fosforila a la Thr841 del betaglicano permitiendo a la β-arrestina 2 unirse
al betaglicano fosforilado. Este evento desencadena la endocitosis del  complejo
betaglicano-TβRII, apagando (“down-regulation”) la  vía de señalización del TGF-
β  [76]. Un dato más reciente indica que betaglicano tiene la capacidad de
inducir una respuesta del TGF-β, independiente  de ligando, y esta al parecer
depende del dominio citoplasmático del betaglicano [67]. Estos datos empiezan
a esclarecer algunas funciones del  dominio citoplasmático del betaglicano, que
está muy conservado en todas las especies donde se ha reportado [77].

4.6 La expresión del betaglicano

     El betaglicano se expresa  durante  el  desarrollo  embrionario  en células  del
sistema  nervioso,  ojos, corazón (válvulas), pulmón, intestino delgado, hígado
(células mesenquimales que rodean al hígado) y en el tracto urogenital [42, 71,
78]. En los tejidos adultos se  ha observado su expresión desde ciertas regiones
del cerebro (gonadotropos de la glándula pituitaria), gónadas (ovarios y
testículos), glándula suprarrenales  hasta el sinciciotrofoblasto de mujeres
durante el tercer trimestre de embarazo [79, 80, 81, 82]. Es interesante señalar
que se han reportado transcritos de diferentes tamaños  con respecto al
mensajero que se reportó inicialmente (6 kb). En testículo maduro  de ratas se
encontró la presencia de un mRNA de 5.5 kb y otro de 3.5 kb. Otro reporte
señaló la presencia de un mRNA de 2.7 kb y otro >7.5 kb, en testículo y en las
glándulas suprarrenales de ratas, respectivamente. Un último reporte señaló la
presencia de un transcrito de diferente tamaño al de 6 kb en ovario de pollo [83,
84, 85]. Sin embargo, hasta la fecha no se ha caracterizado con profundidad a
estos transcritos, para saber con detalle que exones presentan.
     El promotor del betaglicano ha sido clonado en rata y ratón. En ambos  casos
carece de la típica “caja TATA”, pero tienen una región rica en GC (69 %) “río
arriba” del inicio de la transcripción, situación encontrada también en los genes
de los otros receptores del TGF-β [86, 87]. Ensayos con el promotor murino han
señalado que se induce la expresión del mRNA del betaglicano durante la
diferenciación de mioblastos C2C12  a miotubos  [87].
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4.7 La endoglina

     El otro co-receptor del TGF- β  es  la  proteína endoglina, esta   glicoproteína
homodimérica presenta un dominio extracelular grande, un pase
transmembranal y una región citoplasmática pequeña sin ningún motivo
estructural de señalización aparente [88] (figura 7). Los sitios de expresión
predominante en humanos son  células de linaje linfoide y pre-eritroide,  células
endoteliales vasculares y el sinciciotrofoblasto de la placenta humana [88, 89];
también se ha reportado la expresión transitoria  durante la formación del
corazón [90].  La mutación en el gen de la endoglina genera el problema
vascular autosómico dominante conocido como Telangectasia Hemorrágica
Hereditaria Tipo I [91, 92]. La endoglina tiene la capacidad de unir TGF-β1 y
TGF-β3 con alta afinidad en células endoteliales humanas pero  a diferencia de
betaglicano no puede unir al TGF-β2 [52]. La  unión de los TGF-βs por endoglina
requiere de la co-expresión del TβRII. La endoglina también tiene la capacidad
de unir Activina A, BMP2 y BMP7 en presencia de sus respectivos receptores de
señalización  [93].
     La endoglina y el betaglicano  presentan  una  similitud del 71 % en la   región
transmembranal y el dominio citoplasmático, ver figura 7. Esto sugiere que
probablemente a nivel de esta región, ambas proteínas pudieran tener alguna
función similar.  Se han  reportado  dos isoformas de la región citoplasmática de
la  endoglina humana, la L-endoglina  y la S-endoglina. Ambas isoformas tienen
la capacidad de unir TGF-β, pero la  S-endoglina carece  de los últimos 33
residuos del dominio citoplasmático (extremo carboxilo terminal) [94].
     Una de las características principales de la endoglina humana es la presencia
de los residuos Arg-Gly-Asp, que lo asocia a mecanismos de adhesión celular,
sin embargo la secuencia primaria murina carece de estos residuos [95, 96].
Finalmente, la inactivación genética  de la endoglina en el ratón señala  que esta
proteína tiene una función insustituible al menos durante el desarrollo
embrionario,  ya que presenta letalidad  embrionaria a partir del día 10–10.5
post-coito, con defectos cardiovasculares severos [41, 92].

5. Las proteínas Smads

     El primer mediador  intracelular descubierto que  participa en la señalización
del TGF-β  fue  la proteína MAD (Mothers against dpp), encontrada en
Drosophila. Poco después se reportaron sus ortólogos en C. elegans y se les
denominó SMA (en C. elegans, mutaciones en estos genes producían una
reducción del tamaño corporal, “Small”) [97, 98]. La combinación de los
nombres de estas dos proteínas de invertebrados, dió origen a la palabra
Smads, que define a una familia de factores transcripcionales en la vía de
señalización  del TGF-β. En vertebrados se han encontrado ocho proteínas
consideradas homólogas de Mad y Sma [6, 99, 100].
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     De acuerdo  a  sus  características  funcionales  y estructurales  las proteínas
Smads se han dividido en tres familias ( figura 9). Las Smads que son reguladas
directamente mediante fosforilación por los receptores (por ejemplo TβRI), son
las R-Smads; la Smad que se asocia con las Smads reguladas por los
receptores, la Co-Smad; y  las Smads que inhiben la señalización del TGF-β, las
I-Smad. Entre las R-Smad se encuentran Smad2 y Smad3 que son reguladas
por los receptores tipo I de TGF-β  y activina (figura 9); las Smad1, Smad5 y
Smad8 son reguladas por el receptor tipo I de BMPs (figura 9). Solo una proteína
Co-Smad se ha reportado, la Smad4 (la forma encontrada en Xenopus se le
denominó Smad4β). La familia de las I-Smad está integrada por Smad6 y
Smad7; estas  proteínas son las más divergentes entre la familia de las Smads
[101, 102, 103, 104].
     Las   Smads   tienen   dos   dominios    muy   conservados (figura 10). En    el
extremo amino terminal, el dominio MH1 (homología a Mad 1) tiene la capacidad
de unirse al DNA [101]. En el estado basal, el dominio MH1 inhibe la actividad
biológica del dominio MH2 debido a la asociación entre estos dos dominios. En
el extremo carboxilo terminal, el dominio MH2 es el responsable de la interacción
con el receptor, de interaccionar con otras proteínas (Smad4, SARA, etc) y de
contactar directamente con el poro nuclear para el recambio núcleo-citoplasma
[101, 105]. La región de la proteína que une estos dos dominios conservados, la
“región linker”, no está conservada entre la familia de las Smads, variando en
longitud y secuencia entre las Smads reguladas por el receptor; esta región tiene
la secuencia PXSP que es blanco de regulación (fosforilación) por las MAP-
cinasas. La fosforilación de ciertos residuos de serinas en este dominio impide
que las R-Smads  se acumulen en el núcleo [106, 107].
     En el estado basal las Smads se encuentran en el citoplasma  formando
homo-oligómeros. En la vía de transducción de señales del TGF-β, la cinasa del
TβRI fosforila  a dos residuos de serinas en la secuencia SSXS del dominio MH2
de la R-Smad  [108, 109]. La estructura cristalográfica ha permitido definir que el
asa L-45 de la cinasa del TβRI  interacciona directamente con el asa L3
(secuencia SSXS) de las R-Smad [37]. Proteínas ancladas a la membrana como
SARA, Hgs    permiten reclutar a las R-Smad  y colocarlas cercanas al TβRI
[105, 110]. La fosforilación  en la secuencia SSXS de la R-Smad produce la
disociación de la proteína   SARA  y  la  exposición de una región  de  importe
nuclear  localizada en  el  dominio MH2 [111]. Esta fosforilación permite que las
R-Smads aumenten su afinidad para asociarse con la Smad4 a través de su
dominio MH2, formando complejos heterotetraméricos. Estos complejos se
translocan al núcleo para unirse a  la secuencia 5-CAGAC-3  (elementos de
unión a Smad, poco selectivos y de  baja afinidad) de promotores  específicos en
algunos genes que responden al TGF-β [105]. Las Smads activadas aumentan
su afinidad y especificidad  de interacción con el DNA  a través de su asociación
con co-factores  que   se   unen   al  DNA  [105].  La  asociación  del  complejo
Smad1-Smad4 con el factor transcripcional OAZ (“Olf-Associated Zinc Finger”,
dominio de dedos de zinc) permite  su  unión al  promotor del gen Vent2
generando  una respuesta específica de BMPs [112, 113]. Otro grupo de
proteínas que  permite la unión de los complejos Smads  a ciertos promotores,
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Figura 9. Las proteínas Smads.  Existen tres familias de proteínas Smads: Las
R- Smads, la Co-Smad, y las I-Smads.  Las R-Smads participan  en la vía de
BMPs y en la vía de TGF-β; en Xenopus (*), se le ha llamado Smad 4β a la única
co-Smad conocida; las I-Samds son proteínas que inhiben las vía de
transducción de señal del TGF-β (Smad7)  o de BMPs (Smad6).

tienen la capacidad de reclutar a co-activadores o co-represores. En este grupo
se encuentra JUNB, TFE3 (“ transcription factor binding to immunoglobulin heavy
constant  mu  enhancer 3), CBFA/AML (“core-binding factor A/acute myeloneous
leukaemia”)    y    LEF1 / TCF (“lymphid  enhancer-binding  factor / T-cell-specific
factor”). La activación  transcripcional de ciertos genes por estos complejos
requiere de la participación de acetilasas de histonas como p300 y CBP; en la
represión  transcripcional participan proteínas como TGIF  y los proto-oncogenes
Ski y SnoN [114, 115, 116].

     La familia de proteínas  I-Smad tiene la función de regular de forma negativa
la  vía  de señalización del TGF-β [100, 101]. En el estado basal, las I-Smads se
encuentran en el núcleo y la estimulación por el TGF-β o BMP permite el
recambio del núcleo al citoplasma. La Smad7 compite con las R-Smad para
interaccionar con el receptor tipo I activado y  de esta forma inhibir la
fosforilación de las R-Smads [117]. La Smad6 en contraste con la Smad7 no
compite por los receptores tipo I; en la vía de las BMPs compite con Smad1 para
asociarse a la Smad4 [118].
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Figura 10. Los dominios de las proteínas Smads y sus funciones.  Las
proteínas Smads tienen dos dominios muy conservados, dominios MH1 y MH2
(homología a  la proteína Mad) y están enlazados por la región  de unión
(“linker”) poco conservada entre las Smads pero que tiene ciertas serinas que
son fosforiladas por MAPK.

     Las R-Smads activadas por fosforilación se translocan  al núcleo para  actuar
sobre diversos genes,  sin embargo la señalización iniciada por TGF-β o BMP
tiene que apagarse. Una vía para alcanzar este objetivo, es la eliminación de las
Smads fosforiladas. El mecanismo que apaga las señales en la vía de BMPs es
la degradación mediada por el proteosoma. En la vía de las BMPs, la Smad 1 y
la Smad5 interaccionan con Smurf1  (E3, ligasa de ubiquitinas), adicionándole
moléculas de ubiquitina  en ciertos residuos de  lisinas de las Smads, señal
molecular que les   permite   ser   degradadas   mediante  el  proteosoma  en
ciertos  contextos celulares [119]. Muy recientemente se ha descrito que la
piruvato deshidrogenasa fosfatasa (PDP) es una proteína encargada de inhibir la
vía de las Smads. La PDP elimina ciertos fosfatos en la proteína MAD (vía Dpp
en Drosophila). Ésta es la primera fosfatasa reportada que tiene la capacidad de
inhibir la vía de las Smads [120].

Fosforilación por   el
receptor tipo I (ALKs)

Dominio MH1 Dominio MH2Región   de
 unión (“Linker”) SSXS

COOHNH2

Unión al DNA Interacción con el receptor tipo I.
Interacción Smad-Smad4.
Interacción con co-activadores
o correpresores.
Activación de la transcripción.

Autoinhibición

1 



20

5. El Pez Cebra como modelo de estudio en la biología del
desarrollo

     La biología del desarrollo tiene como objeto de estudio investigar como las
características (genes) que son transmitidas de una generación a la siguiente se
expresan durante la formación de un organismo. La embriología experimental,
que fue el antecedente de la biología del desarrollo, ha utilizado diversos
modelos (cada uno con diferentes ventajas que le son característicos) desde
algunas especies de erizos de mar (Stronglylcentrotus purpuratus y Lytechynus
variegatus), la mosca de fruta (Drosophila melanogaster), la rana africana
(Xenopus leavis), el pollo (Gallus gallus) hasta el ratón (Mus musculus)  para
tratar  de explicar como se expresan los genes durante el desarrollo embrionario.
Es asi como muchos de los principios  fundamentales de embriología en
vertebrados  fueron descubiertos  por experimentos clásicos en embriones de
anfibios y aves.
      Dos modelos para estudiar el desarrollo embrionario se establecieron en los
70s. El nemátodo Caenorhabditis elegans como un modelo de organismos
invertebrados, y el pez cebra  (Danio rerio, formalmente Brachydanio rerio) como
un organismo ideal para estudiar el desarrollo de los vertebrados [121]. Desde
que George Streisinger propuso en 1981 al pez cebra, como un organismo
adecuado como modelo experimental por sus características peculiares, el
conocimiento en el área de la biología del desarrollo en los vertebrados ha
crecido de una forma rápida [122, 123].
     El pez cebra es un animal pequeño encontrado de forma natural  en  algunos
ríos de la India (aunque se encuentra en  menor proporción en ríos de agua
dulce de Pakistan) y es muy frecuente encontrarlo  en acuarios. Es un
organismo diploide (1n = 25 cromosomas) con un genoma aproximado de 1.7
Gbases (un poco más de la mitad del genoma  humano). El cuerpo del pez
adulto es de color azul,  mide de 4-5 cm de longitud, presenta líneas
longitudinales doradas y plateadas   (de ahí su nombre, figura 11), y
generalmente se encuentra  en cardúmenes [124, 125].

     El   pez cebra   se  ha convertido  en  un  modelo  ampliamente  utilizado    en
muchos laboratorios alrededor del mundo (y la comunidad que trabaja con pez
cebra sigue creciendo). Las ventajas que dieron origen  a este modelo son:
1. Embriones transparentes durante las primeras 24 horas y tamaño del huevo
relativamente grande (0.6-0.7 mm de diámetro), característica principal que
permite observar varios de los estadios del desarrollo con un microscopio de
disección [122, 126]. En la actualidad se utilizan compuestos    químicos    como
el  1-fenil-2-tiourea  (PTU)  para   bloquear    la  pigmentación después  de las 24
hpf, lo que facilita seguir observando estadios más tardíos del pez con el
microscopio de disección.
2. La fertilización y el desarrollo embrionario ocurren de forma externa [127]. Una
gran diferencia entre los mamíferos utilizados para estudiar el desarrollo
embrionario y el pez cebra, es que  la fertilización de los primeros ocurre en el
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Figura 11. El pez cebra adulto. Imagen característica de Danio rerio adulto en
acuarios.

útero (ratón); pero el hecho de que  estos  procesos  biológicos   ocurra  de
forma externa en el pez cebra ha facilitado la visualización y manipulación a
partir  del estadio de una  sola célula.
3. Se puede realizar un análisis genético con relativa facilidad experimental [128,
129]. Ésta es una de las ventajas que ha permitido colocar al pez cebra como un
modelo muy utilizado en el estudio de la biología del desarrollo de los
vertebrados. Se pueden hacer tamizajes genéticos a gran escala y obtener
mutaciones recesivas  con la utilización de mutágenos químicos (etil-nitroso-
urea) u otros agentes (DNA exógeno, retrovirus) que permiten obtener mutantes,
en la tercera generación [130].
4. Desarrollo embrionario rápido y ciclo de vida relativamente corto [131].  A las
10 hpf se han definido los ejes anteroposterior y dorsoventral; a las 24 hpf  se
observan primordios de ciertos órganos y a los 5 dpf  muchos órganos (corazón,
hígado, riñones, etc.) son completamente funcionales. La edad adulta se alcanza
a las 12 semanas (figura 12).
5. Facilidad para la obtención de material biológico [122]. Una pareja de peces
produce en promedio de 100-200 huevos fertilizados por semana.
6. Bajos costos de mantenimiento en el laboratorio [121, 126]. Crecer y
mantener al pez cebra  es mucho más demandante que mantener  los stocks de
invertebrados, pero menos que mantener los stocks de mamíferos. Por su
tamaño relativamente pequeño se pueden mantener poblaciones relativamente
grandes en espacios similares a los  ocupados por ratones u otros mamíferos.
7. Se han desarrollado muchas metodologías que facilitan el estudio del
desarrollo embrionario del pez cebra [132]. En la actualidad se han logrado
aplicar  muchas técnicas genéticas que son normalmente utilizadas en
invertebrados como Drosophila melanogaster. Se pueden observar proteínas o
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la acción de elementos regulatorios (promotores, enhancer)  in vivo, por la fusión
con la proteína verde fluorescente [133]; transplantes y eliminación de células se
realizan de forma exitosa [121]; se han producido peces transgénicos [132]; se
puede hacer genética reversa, eliminando (“knockdown”) la expresión de genes
de forma específica mediante la inyección de oligonucleótidos modificados tipo
morfolinos [134]; existen mapas físicos muy precisos  de cada uno de los 25
cromosomas, además que en el año 2001  el Sanger Center (www.
sanger.ac.uk/) emprendió la tarea de secuenciar el genoma completo de la cepa
Tübingen [135].
     El avance que ha tenido la biología del desarrollo en vertebrados debido  a  la
utilización de pez cebra es muy notable. En 1996, los laboratorios de Christiane
Nüsslein-Volhard (Instituto Max-Plank, Alemania) y de Wolfgang Driever
(Escuela de Medicina de Harvard, USA) llevaron a cabo un análisis a gran
escala de mutantes de peces; este esfuerzo en conjunto produjo como resultado
la publicación de un número completo en la revista Development (Development
1996; 123: 1-461), con un total  de 37 artículos que describieron  genes
implicados en diversos procesos biológicos como morfogénesis, organogénesis,
diferenciación y otros [125].  Por otro lado, el grupo de Kimmel ha realizado una
descripción detallada  de la morfología, desde la fertilización hasta las 72 hpf del
desarrollo del pez,  lo que proporciona una herramienta muy útil para la
familiarización con este modelo [123].

5.1 Los estadios del desarrollo del pez cebra

     Brevemente, el desarrollo del pez se ha divido en  7 periodos: cigoto,
divisiones tempranas (“cleavage”), blástula, gástrula, segmentación, faríngula y
eclosión (“hatching”). El perido de cigoto (0 – 3/4 hpf) comprende desde que el
huevo es fertilizado hasta que ocurre la primera división celular, alrededor de 40
min después de que ocurre la fertilización. El periodo de divisiones (“cleavage”)
tempranas (3/4 – 21/4 hpf)  se considera a partir de la primera división hasta la
séptima división celular, estas divisiones son sincrónicas y el citoplasma de los
blastómeros experimenta una división meroblástica (división celular incompleta,
debido a que los blastómeros quedan conectados por puentes citoplasmáticos).
El periodo  de blástula (21/4 – 51/4 hpf )  empieza a partir de que el blastodisco
(parte superior del citoplasma  que se segrega de la yema hacia el polo animal)
adopta una forma de pelota hasta la gastrulación. El periodo de gástrula (51/4 –
10 hpf) está definido por la presencia de movimientos morfogéneticos que
permiten  formar las capas germinales primarias y los ejes embrionarios. En el
periodo de segmentación (10 – 24 hpf ) se empiezan a formar los somitos
(precursores  de  músculo  y  esqueleto) desde  el  tronco hasta  la  cola,  siendo
visibles los primordios de algunos órganos. El periodo de faríngula (24 – 48 hpf )
se refiere  al tiempo en que el embrión se ha desarrollado hasta el  “estadio
filotípico” (estadio del desarrollo  donde los embriones de diferentes especies
presentan características  morfológicas comunes). El periodo  de  eclosión
(después  de  las  48  hpf) está definido por la liberación del embrión de su
corión [131].
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Figura  12. Ciclo de vida del pez cebra (Danio rerio). El desarrollo es
rápido, desde la fertilización hasta que el pez tiene la capacidad de nadar de
forma libre a los 2 días. Modificado  de [136]. hpf: horas post-fertilización; dpf:
días post-fertilización.
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     El  pez  cebra  es  un  modelo  ampliamente  utilizado (para  estudiar diversas
enfermedades humanas, evaluación de fármacos, formación del sistema
nervioso, definición de los ejes embrionarios,  etc) que ha permitido el
entendimiento  de  varios  fenómenos  biológicos  en  los  vertebrados, pero    su
utilidad  para  estudiar   al  sistema cardiovascular no ha tenido comparación con
otros modelos que se utilizan en biología del desarrollo. La  evaluación de los
genes implicados en la formación  del sistema cardiovascular  en modelos de
mamíferos y aves ha sido muy difícil y poco exitosa, fundamentalmente  porque
el desarrollo embrionario del organismo se detiene de forma  rápida  en ausencia
de un sistema cardiovascular funcional. El embrión de pez cebra no depende
totalmente de su sistema cardiovascular funcional (el corazón es el primer
órgano que se forma y funciona durante la embriogénesis de vertebrados) en los
primeros días del desarrollo. Debido a que los peces reciben suficiente oxígeno
por difusión simple pueden sobrevivir y continuar su desarrollo en una forma
relativamente normal por varios días, aún en ausencia total de circulación
sanguínea. Esta característica  ha permitido un análisis detallado de animales
con defectos cardiovasculares severos [137].
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II. OBJETIVOS

     El  ratón  que  carece  del  gen  del  betaglicano  reveló  que  este gen    tiene
funciones esenciales, al menos  durante el desarrollo embrionario murino. Sin
embargo, debido a la letalidad tan temprana por defectos cardiacos en el modelo
murino, no fue posible estudiar la función de este gen durante todo el desarrollo
embrionario. Hasta el momento no se ha encontrado algún gen que pudiera ser
considerado el ortólogo del betaglicano en organismos modelos como
Drosophila o C. elegans, cuyos genomas están siendo secuenciados, lo que
sugiere  que es un gen que no existe en invertebrados. Para estudiar los efectos
que ocasiona la letalidad embrionaria debido a la ausencia del betaglicano,
proponemos emplear como modelo al pez cebra. Por lo tanto, como primer paso
es requisito la obtención del gen completo del betaglicano, de este organismo.
Además, es importante determinar su patrón de expresión del gen durante el
desarrollo, lo que  sugerirá los tejidos u órganos donde participa el betaglicano.

El objetivo general de este trabajo es obtener el cDNA del gen del betaglicano
en pez cebra.

Objetivos Particulares:

1) Clonar el cDNA del betaglicano de pez cebra.

2) Determinar la expresión del betaglicano durante el desarrollo embrionario en
    D. rerio.

3) Determinar la estructura  del gen in silico.
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III. RESULTADOS

     Basándonos en la secuencia primaria del  betaglicano murino, se  buscó en la
base de datos (www.ensembl.org/Danio_rerio) la existencia de alguna secuencia
que presentara similitud al compararla con la secuencia murina (figura 13). La
base de datos de pez cebra arrojó dos secuencias que presentaban un
porcentaje relativamente alto de similitud. En un alineamiento pareado, la clona
genómica zv103197737  presentó 55 % de similitud con la secuencia murina y la
clona genómica zv42744476 presentó una región casi perfecta de similitud (en
un dominio muy conservado para las secuencias reportadas del betaglicano).
Estas regiones que presentaron un alto grado de similitud fueron sitios
seleccionados para el diseño de los oligonucleótidos 3.1 y 3.5 (figuras 13 y 15).

Figura 13. Alineamiento entre el betaglicano murino (rat) y dos clonas de
pez cebra (zv) encontradas en www.ensembl.org/Danio_rerio. En la parte
superior de la figura  se coloca en un recuadro el sitio seleccionado para el
oligonucleótido 3.1. En la parte inferior de la figura se coloca en un recuadro el
sitio seleccionado para el oligonucleótido 3.5.

     Para  clonar  el gen del betaglicano  se utilizó una biblioteca de cDNA de  pez
cebra. Esta se obtuvo a partir de mRNA de diversos estadios del  desarrollo
embrionario. Ésta biblioteca se hizo utilizando la tecnología SMART  que permite
agregar en los extremos 5' y 3' de cada uno de los cDNA una secuencia de
referencia (CLONTECH, Cat. No. K1051-1). La figura 14 presenta en que
consiste la tecnología SMART (“Switching Mechanism At 5' end of RNA
Transcript”). El kit de construcción de la biblioteca de cDNA SMARTTM es un
método que produce cDNA completos y de alta calidad.      Este protocolo  utiliza
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los oligonucleótidos SMART en la síntesis de la primera cadena del cDNA (ss
cDNA). Una gran ventaja de este método  es la producción de un alto porcentaje
de clonas que tienen el extremo 5'  no traducido del mRNA. El oligo (dT) se
utiliza para sintetizar el ss cDNA e incorporar la secuencia SMART (Sfi I B) en el
extremo 3' del cDNA. La actividad transferasa terminal de la retrotranscriptasa
agrega de 3-5 nucleótidos de desoxicitidina (dC) al alcanzar el extremo  5' del
mRNA. Por otro lado, el oligonucleótido SMART (Sfi I A) tiene en su extremo 3'
de 3-5 nucleótidos  de desoxiguanidina (dG), que le permite complementarse
con  la   secuencia   dC. La  retrotranscriptasa   ahora  cambia  de  molde  y

Figura 14. Diseño de la biblioteca de cDNA de pez cebra. La tecnología
SMART (oligonucleótido SMART) permite agregar  una secuencia  que
posteriormente se utilizará para obtener los extremos  5' y 3' de  cada gen.
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continua replicando el extremo del oligonucleótido SMART (Sfi I A). El mRNA es
eliminado con la adición de NaOH. La DNA polimerasa agrega nucleótidos
complementarios  al ss cDNA hasta producir cDNA de cadena doble (ds cDNA).
Después de obtener una mezcla enriquecida de ds cDNA, la restricción con Sfi I
presente en los sitios SMART, permite generar sitios compatibles  para su
posterior ligación con el vector  λ TriplExp2 del kit, ver la figura 14.
     Los oligonucleótidos NUP y UPM  utilizados  en  el  5'  y  3' RACE tienen una
secuencia complementaria en las regiones 5' y 3' del ds cDNA introducida por
los oligonucleótidos SMART, (figura 15).

Figura 15. Obtención del cDNA del betaglicano. El cDNA del betaglicano se
obtuvo con los oligonucleótidos representados en la figura. Los oligonucleótidos
NUP (“Nested Universal Primer”)  y UPM (”Universal Primer Mix), tienen
secuencias complementarias a la secuencia SMART. PS, péptido señal; TM,
región transmembranal. E y U, representan la región similar a Endoglina y
Uromodulina del betaglicano, respectivamente.

1. Clonación del exón 5 al exón 16

     El  primer  objetivo  fue  tratar  de  amplificar   por  PCR  algún   producto  que
correspondiera al homólogo del betaglicano murino. Mediante los
oligonucleótidos 3.1(5> AAGGTGGAAACTCTTCCTCATGGCA) y 3.5 (5>
CTGCTTGAACACGGTGTGCTCTGT) (figura 15), se amplificó un producto
mayor a  2.0 kb
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Figura 16. Amplificación del exón 5 al exón 16 del betaglicano (BG). Por
PCR se amplificó un fragmento >2.0 pb a partir de una biblioteca de cDNA de
pez cebra, que se obtuvo de diferentes estadios del desarrollo embrionario. En el
carril 1, está la amplificación con los oligonucleótidos 3.1-3.5. MW, marcador de
peso molecular.

(Figura 16), que fue secuenciado en la Unidad de Biología Molecular (UBM) del
IFC. El análisis de la secuencia obtenida a nivel de aminoácidos señaló que
correspondía del exón 5 al exón 16, teniendo  una similitud mayor al 60 % con el
gen del ratón.

  La comparación entre la  secuencia  murina y  la  que  se  obtuvo  indicaba  que
hacían falta aminoácidos en los extremo 5' y 3', además de las regiones no
traducidas, para obtener un cDNA que contuviera al menos el ORF del mRNA.
Partiendo de la secuencia de 2.0 kpb, se diseñaron oligonucleótidos para la
obtención de los extremos 5' y 3'  por el método de amplificación  de los
extremos del cDNA (RACE).
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2. Amplificación del extremo  5' del cDNA  (5' RACE)

     El extremo 5'  del  cDNA  se  obtuvo  a partir de la  misma biblioteca de la que
se obtuvo el fragmento de 2.0 kpb. El extremo 5' de la secuencia de 2.0 kpb fue
utilizada como referencia  para hacer un par de oligonucleótidos en esta región.
Estos oligonucleótidos, 3.16 (5> GTGGAATGTCACCATCCAGAGGCC) y 3.17 (5>
CTGTTTGACCGTCTTTGACACCTGC) amplificaron por PCR   anidado (“nested”), un
fragmento > 1.1 kb (figuras 15 y 17).
     La secuenciación  del  fragmento > 1.1 kb se sobrelapa perfectamente con  el
extremo 5' de la secuencia de 2.0 kpb. El fragmento > 1.1 kb reveló  155
aminoácidos que hacian falta en el extremo 5'  del cDNA del betaglicano (figuras
15 y 17).

3. Amplificación del extremo  3' del cDNA  (3' RACE)

     La  amplificación  del extremo   3'  del cDNA se obtuvo   a partir  de  la misma
biblioteca de la que se obtuvo el fragmento de 2.0 kpb. El extremo 3' de la
secuencia de 2.0 kpb  fue utilizado como referencia para hacer un par de
oligonucleótidos en esta región. Estos oligonucleótidos, 3.8 (5 >
TCTACTCGCATACAGGTGGCACAGC) y 3.9 (5> ACAGAGCACACCGTGTTCAAGCAG)
amplificaron un fragmento < 510 pb por PCR anidado (“nested”), figuras 15 y 18.
La secuenciación de este fragmento sobrelapa perfectamente con el extremo 3'
de la secuencia de 2.0 kpb. Esta secuencia tenía los últimos residuos del ORF y
el extremo 3'  UTR con aproximadamente  250 pares de bases después del
codón de terminación de la traducción y su respectiva cola de poli-Adeninas.
     La figura  19 se  hizo   a partir  de  ensamblar las tres secuencias   antes
referidas. El marco abierto de lectura está formado por 2544 pares de bases,
que a partir de la traducción conceptual produce una proteína de 848
aminoácidos. Las  regiones no traducidas en los extremos 5' y 3' (UTRs) del
cDNA están formadas por  aproximadamente 100 y 250 pares de bases,
respectivamente. Es importante notar que al comparar las secuencias a nivel de
aminoácidos entre los diversos ortólogos de BG se observa un alto grado de
conservación evolutiva (tabla 2).

4. Localización y estructura in silico del gen Betaglicano en
D. rerio.

     Utilizando la base de datos del Sanger Center (www.sanger.ac.uk/ ), se logró
determinar la estructura genómica del gen betaglicano. La secuencia genómica
identificó un locus genético de aproximadamente 200 kpb en el cromosoma 14
como el sitio donde reside el betaglicano.
     La comparación de  la  secuencia  que  se  obtuvo  experimentalmente  con la
base  de datos permitió delimitar los sitios donde terminan cada uno de los
exones  en  el cDNA del betaglicano, que en  la figura 19 se representó por una
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Figura 17. Amplificación del extremo 5'  del cDNA de betaglicano (RACE).
Amplificación del extremo 5' de cDNA con los oligonucleótidos 3.16 y 3.17. MW,
marcador de peso molecular.

alternancia de colores sobre la secuencia de nucleótidos. El análisis de estos
datos permitió conocer con precisión el tamaño de  cada uno de los exones e
intrones del gen-betaglicano (figura 20 y tablas  3 y 4).
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Figura 18. Amplificación del extremo 3'  del cDNA de betaglicano (RACE).
Amplificación del extremo 3' de cDNA con los oligonucleótidos  3.8 y 3.9 .MW,
marcador de peso molecular.
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Figura 19. Secuencia completa del cDNA del betaglicano de pez cebra. El
exón 1 comprende hasta el nucleótido 171. El exón 16  está formado a partir del
nucleótido 2528  hasta el final de la secuencia. Cada exón está representado por
la alternancia de los colores. Se marcó con flechas los oligonucleótidos
empleados para obtener este cDNA. 1= Oligonucleótido 3.1; 2= Oligonucleótido 3.5;
3= Oligonucleótido 3.8; 4= Oligonucleótido 3.9; 5= Oligonucleótido 3.17; y 6=
Oligonucleótido 3.16.
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Tabla 2. Comparación del betaglicano de pez cebra con sus homólogos en
otras especies. El análisis a nivel de secuencia primaria de las proteínas
demuestra un alto grado de similitud entre los BGs de diferentes especies.

Figura 20. Mapa genético de la distribución de intrones y exones del
betaglicano. Representación de exones-intrones del  gen del betaglicano  de
pez cebra. En las tablas 3 y 4 se indica el tamaño de los exones y el de los
intrones más pequeños. NOTA: La s secuencias correspondientes a los exones
13 y 14 que en ratón y humanos están separados por un intrón, en pez cebra
están continuos.
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No. de exón                          Tamaño  en pb  Localización en el ORF

         1 170  1 hasta el  nuc. 170
         2 188  171 hasta el  nuc 358
         3 138  359 hasta el  nuc. 496
         4 184  497 hasta el  nuc.  680
         5 163  681 hasta el  nuc. 843
         6 148  844 hasta el  nuc. 991
         7 190  992 hasta el  nuc. 1181
         8 293  1182 hasta el  nuc. 1474
         9 156  1475 hasta el  nuc. 1630
       10 153  1631 hasta el  nuc. 1783
       11 183  1784 hasta el  nuc. 1966
       12 297  1967 hasta el  nuc. 2263
       13-14(*) 157  2264 hasta el  nuc. 2420
       15 108  2421 hasta el  nuc. 2528
       16 380  2529 hasta el  nuc. 2908

Tabla 3. Tamaño de los exones del betaglicano de pez cebra. Los exones 13
y 14 en pez cebra se encuentra juntos, a diferencia del ratón donde están
separados. Por propósitos de comparación se le llamó exón 13-14 (*); el exón 15
en todas las especies representa la región transmembranal. Se indica la posición
de cada exón en el cDNA.  nuc=nucleótido.

No. de intrón                                Tamaño en pb
         1    48 702
         2    48 427
         3    25 448
         4      8 433
         5      1 455
         6      5 731
         7         799
         8      2 618
         9         870
       10                    430
       11      2 679
       12      4 873
       13               10 915
       14    13 458

Tabla 4. Tamaño de los intrones del betaglicano de pez cebra. La longitud de
los intrones fue obtenida del Sanger Center (www.ensembl.org/Danio_rerio;
Versión número 5 del ensamble; zebrafish assembly version 5 (Zv5).
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     La  comparación del diseño modular de los  exones   en  los  genomas de pez
cebra y ratón, permitió observar que los exones 13 y 14 están separados en el
ratón, mientras que en pez cebra se encuentran juntos (como un exón único, y
para facilitar la comparación se le denominó exón 13-14). La comparación de los
exones 13 y 14 en diversos genomas, señaló que en especies como Danio rerio
(Pez cebra), Takifugu  rubripes (Pez globo)y Xenopus  tropicalis (Rana) se
encuentran formando un solo exón y en especies como Gallus gallus (Pollo),
Rattus norvegicus (Rata), Mus musculus (Ratón) y Homo sapiens (Humano)
están separados por un intrón de tamaño variable, desde  3.7 kpb en el G. gallus
hasta 10.5 kpb en H. sapiens; en la figura 21 se  observa el alineamiento
múltiple de los exones 13 y 14 del betaglicano en diversas especies. Es
importante destacar que la secuencia que corresponde al exón 14 es una de las
regiones más variables en todo el gen  y que el siguiente exón (exón 15,
siguiendo esta nomenclatura) en todos los casos corresponde a la región
transmembranal del betaglicano, y como se puede ver en la figura 22 (penúltimo
exón), es una región muy conservada.

Figura 21. Alineamiento múltiple de los exones 13 y 14.  En pez cebra como
en Xenopus los exones 13 y 14 están juntos, mientras que en ratón y humano
estos exones están separados por un intrón (ver las flechas, que señalan donde
termina el exón 13).

Exón 13

Exón 14
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5. Comparación del betaglicano de pez cebra con otras
especies

     Hasta ahora se han reportado las secuencias  de  betaglicano   en  G. gallus,
R. norvegicus, M. musculus, Sus scrofa  y H. sapiens. La comparación a nivel de
secuencia de aminoácidos entre estas especies  y la de D. rerio, demuestra un
alto grado de conservación evolutiva entre estos  ortólogos (figura 22 y la tabla
2). Es importante señalar el alto grado de identidad (mayor al 90 %) entre la
región transmembranal y el dominio citoplasmático en todas las especies, lo que
sugiere una función conservada de esta región (figura 22, últimos dos exones).
     Finalmente, la  búsqueda   de   algún   gen  que   pudiera  ser considerado  el
ortólogo  de betaglicano en otras  especies, identificó al betaglicano a partir de
especies como Xenopus  tropicalis y Takifugu rubripes, lo que sugiere que este
gen solo se encuentra en vertebrados.

6. Expresión del betaglicano en pez cebra

     Para evaluar los tejidos de expresión del betaglicano en embriones completos
de D. rerio se emprendió la tarea de hacer hibridaciones in situ en diversos
estadios del desarrollo embrionario del pez. Como primer paso para  hacer las
hibridaciones, se subclonó un fragmento de 0.67 kpb (sitios de restricción Apa I-
Cla I, que corresponde aproximadamente del exón 5 al exón 8)  en el vector
pBluescript (en el que en los extremos del sitio de clonación múltiple se
encuentran los promotores de las T3 y T7 RNA polimerasas). La  figura 23
muestra la sonda RNA-antisentido que se utilizó para las hibridaciones in situ.
     Se  realizaron  hibridaciones  in situ   en   embriones   completos  de  diversos
estadios del desarrollo: 3 hpf, 6 hpf, 9 hpf, 16 hpf, 20 hpf, 24 hpf sin encontrar
sitio alguno de expresión del betaglicano. Como controles positivos para
constatar que la técnica estuviera funcionando adecuadamente se hizo de forma
paralela las hibridaciones in situ con los genes Sonic Hedgehog y MyoD (figura
24), cuyo patrón de expresión corresponde con el previamente descrito en la
literatura [138, 139].
     La pigmentación del pez empieza  después   de   las  24 hpf. Ésto hace  cada
vez más difícil observar la expresión de genes por hibridación in situ en el pez
completo. Sin embargo, el tratamiento con  inhibidores de la pigmentación como
el 1-fenil 2-tiourea (PTU) permite observar tinciones en estadios posteriores.
Debido a que no logramos  detectar  expresión en estadios tempranos (hasta las
24 hpf), se trataron a los peces con PTU y se evaluó la expresión a las 48 hpf
(figura 24 E y F). Al parecer existe cierta señal de expresión (aunque el patrón
es difuso y no permite saber con claridad cual es la  estructura cuando se
compara con el control negativo (sonda, RNA-sentido). Sin embargo, este
resultado es preliminar ya que solamente se realizó una sola vez y será
necesario repetirlo y corroborar si este dato es reproducible y específico de
betaglicano.
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Figura 22. Alineamiento múltiple entre las distintas especies de
betaglicano. Se puede observar el alto grado de similitud que presentan los
homólogos de betaglicano en diferentes especies donde se han clonado. En el
DNA genómico se determinó los límites de cada exón, que en esta figura
(traducción conceptual del betaglicano en diversas especies) estan
representados por líneas verticales.
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Figura 23. Transcripción in vitro de Betaglicano (BG) y Myo-D. Estos
transcritos  fueron utilizados para la hibridación “in situ” en embriones
completos. En el gel se cargaron 5 µL de BG y Myo-D.
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Figura 24. Hibridaciones in situ. A, patrón de expresión de Shh a 11 hpf. B,
expresión de MyoD, 22 hpf. C y D, expresión de MyoD, 24 hpf. E, expresión de
betaglicano a 48 hpf. F, control negativo de expresión de betaglicano (sonda
sentido).
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     Al no obtener tinciones positivas para la expresión del betaglicano por
hibridación in situ en estadios tempranos (hasta las 24 hpf), era necesario
descartar la posibilidad de que el RNA mensajero no se estuviera expresando
durante los estadios evaluados. Esta situación fue resuelta  al extraer el RNA
total de peces, durante diversos estadios del desarrollo embrionario. Se observó
que el  RNA mensajero del  betaglicano se expresa desde estadios muy
tempranos  ( 70 y 90 % de epibolia; aproximadamente de 7 a 9  hpf) del
desarrollo embrionario, hasta  estadios donde prácticamente el pez se ha
desarrollado de forma completa (día 2, 3 y 5) (figura 25). Este dato se obtuvo a
partir  de la amplificación por PCR de un fragmento de 585 pb que corresponde
del exón 5 al exón 8 (oligonucleótidos 3.14 – 3.15), la identidad del betaglicano
fue confirmada por la secuenciación de este fragmento. La discrepancia entre la
hibridación in situ y el RT-PCR podría ser debida a que la última es una técnica
mucho más sensible que la primera, o a la diferente cantidad de mRNA
encontrado en los tejidos.

Figura 25. Expresión de BG desde estadios tempranos (E, epibolia) hasta
estadios tardios (D, Días, 2, 3 y 5). Por RT-PCR se observó la expresión del
BG. La banda de 585 pb corresponde al BG. NOTA: N o  s e  o b s e r v ó
amplificación en muestras sin retrotranscriptasa (no mostrada en el gel).
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IV. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

     La   comparación  de  la  secuencia  del  gen  del  betaglicano  del  pez cebra,
obtenida en este trabajo, con las  reportadas para otros vertebrados, permiten
concluir que tenemos el gen ortólogo de betaglicano en pez cebra (tabla 2). La
comparación entre los diferentes proteínas  ortólogas  demuestra que es un gen
muy conservado desde especies de vertebrados inferiores (Xenopus  tropicalis)
hasta mamíferos  como el ratón y los humanos [77].

     La  secuencia  del   betaglicano  de   pez  cebra  tiene  15  de las 16 cisteínas
encontradas en todo el ORF del betaglicano murino [77]. Este hecho sugiere que
las cisteínas probablemente tienen un papel muy importante en la estabilidad de
la proteína.

     Desde que se obtuvo el primer cDNA de betaglicano  en rata, luego en pollo y
de forma sucesiva en otras especies, ha sido evidente el alto grado de
conservación de la región transmembranal y el dominio citoplasmático. La
secuenciación de diversos genomas [Xenopus  tropicalis (Rana), Takifugu
rubripes (Pez globo), Canis familiaris (Perro), Bos taurus (Toro), Pan troglodytes
(Chimpancé)] sigue  corroborado el alto grado de conservación en estas dos
regiones, sugiriendo que probablemente tengan alguna función muy conservada
[77]. Un requisito mínimo de las regiones transmembranales de muchas
proteínas es que estén formadas por residuos hidrofóbicos principalmente; el
hecho de que  la secuencia primaria del betaglicano esté muy conservada,
permitiría suponer que tiene  alguna función  adicional a la de la localización
transmembranal.

     Un estudio realizado en  líneas  celulares  humanas  reportó  que  la  Thr841
es un residuo para la fosforilación de la cinasa del TβRII. Esta fosforilación es
una señal molecular que permite  que los receptores de TGF-β   sean
desensibilizados [76]; por simple comparación, la Thr840  de pez cebra podría
tener una función equivalente.
     El  betaglicano  murino   tiene  una  región  de  aproximadamente 30 residuos
rodeada de aminoácidos ácidos donde la   Ser533  y la Ser544 son blanco para
la adición de cadenas de heparan sulfato y condroitin sulfato, respectivamente
[48, 77]. En pez cebra solo hay  un sitio conservado para la adición de
glicosaminoglicanos, la Ser522 (homóloga a la Ser533 murina).  Las cadenas de
heparán sulfato de la Ser533  tienen la capacidad de unir bFGF in vitro [47].
Sería interesante evaluar primero si  este sitio potencial de glicosilación en pez
cebra tiene cadenas de heparan sulfato y segundo si tienen alguna relevancia
funcional en el pez completo.
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     El   análisis   de   las   secuencias  a  nivel  genómico  permitió  encontrar una
diferencia significativa en el diseño de los exones. Para especies como pollo,
rata, ratón y humano, los exones 13 y 14 están separados por un intrón en el
DNA genómico, sin embargo en especies como X.  tropicalis, T.  rubripes  y D.
rerio no lo están, ya que forman un solo exón. Este hecho sugiere que
inicialmente los exones 13 y 14 formaban un solo exón, y que a través de la
evolución ( probablemente a partir de roedores) se dividieron en dos.

     A  pesar  de  muchos  intentos  infructuosos   para  tratar  de  detectar el RNA
mensajero por hibridación in situ en embriones de D. rerio, únicamente  se
detectó su expresión por RT-PCR. El mRNA del betaglicano se detectó desde
estadios muy tempranos (70 y 90 % de epibolia, 7-9 horas depués de la
fertilización) hasta estadios tardíos (días, 2 ,3 y 5) por RT-PCR (figura 25). La
detección de los genes controles (Shh y Myo-D ) realizados en paralelo, nos
indica que la falta de expresión para el betaglicano  no se debe a ningún
problema metodológico durante la hibridación in situ. Además, la región
amplificada por RT-PCR es idéntica a la sonda utilizada en las hibridaciones, lo
que descarta la posibilidad de que la sonda utilizada en las hibridaciones no
estuviera  representada en el RNA mensajero  del betaglicano. Probablemente la
discrepancia entre los resultados obtenidos  por RT–PCR y los ensayos de
hibridación in situ  se deba a que la primera es una técnica más sensible que la
segunda [140, 141].

     Finalmente,  en  un   solo  ensayo  se  detectó   la   expresión   del  mRNA del
betaglicano en peces completos por hibridación in situ (comparar las figuras 24
E y 24 F). Sin embargo, el patrón de expresión el mRNA del betaglicano es
difuso y no permite determinar con precisión en que tejido/órgano se expresa el
mRNA del betaglicano. Es muy importante señalar  que esta imagen proviene de
un solo ensayo y será necesario repetir este experimento para verificar que sea
reproducible y no sea resultado de una tinción inespecífica.
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V. CONCLUSIONES

    Se clonó y secuenció el cDNA  del betaglicano en Danio rerio . El  ORF del
betaglicano en pez cebra está formado por 2544 pb (848 aminoácidos).

     Todas las cisteínas están conservadas en la secuencia de pez cebra, excepto
la que se encuentra en el péptido señal.

     La Ser522 en pez cebra  está  conservada  al  compararla con el  betaglicano
murino (homológo de la Ser533 murina, serina modificada con azucares de tipo
heparán sulfato).

     La región transmembranal y la región carboxilo  están altamente conservadas
cuando se compara con sus ortólogos de otras especies (> 90 % de identidad).

     El análisis in silico demostró que  en  vertebrados  como el ratón y el humano,
el arreglo de los exones está conservado. Sin embargo, los exones 13 y 14 en
vertebrados  como ratón y humano están separados por un intrón, a diferencia
de pez cebra que forman un solo exón. La región  del exón 13-14 de la proteína
es una de las partes con mayor variabilidad, aunque la región que le precede y
la región que le sigue (región transmembranal) están muy conservadas en todas
las especies reportadas.

     Se  detectó  la  expresión  del   mRNA  del  betaglicano   por  RT-PCR, desde
estadios tempranos hasta estadios tardíos del desarrollo del pez cebra.

Perspectivas

     Para  continuar  el  estudio  del  betaglicano  en  pez  cebra, sería interesante
caracterizar el patrón de expresión del betaglicano durante el desarrollo de pez
cebra por hibridación in situ, ya que además de saber que se expresa, nos
permitiría determinar los tejidos/órganos donde se expresa.
     Con la secuencia completa del  cDNA  de  betaglicano, se  podría  estudiar el
patrón electroforético de la proteína en sistemas de expresión heterólogos
( COS-1).
     El pez cebra es un modelo muy útil para  hacer genética reversa mediante los
oligonucleótidos tipo morfolino y sería muy interesante bloquear la expresión del
betaglicano y caracterizar el fenotipo producido.
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS
1. Clonación del exón 5 al exón 16

     Para amplificar el fragmento > 2.0  kb que corresponde del exón 5 al exón  16
murino se utilizaron los oligonucleótidos 3.1 y 3.5 (figura 12), ver la secuencia en
la parte inferior. El DNA utilizado como molde proviene de una biblioteca de
cDNA de diversos estadios del desarrollo del pez cebra producida con un kit de
la compañía CLONTECH que permite la adición de secuencias conocidas en los
extremos 5' y 3'.

La secuencia de los oligonucleótidos es la siguiente:

3.1 :
5> AAG GTG GAA ACT CTT CCT CAT GGC A-3  (25 pb).

3.5 :
5> CTG CTT GAA CAC GGT GTG CTC TGT-3 (24 pb).

Las condiciones para el PCR son las siguientes:

cDNA de la biblioteca 100 ng
Buffer 10X  2 µL
MgCl2  2.5 mM
dNTPs  200 µM (de cada uno)
Oligonucleótido 3.1  300 nM
Oligonucleótido 3.5  300 nM
Polimerasa (EHF1)  1µL (3.5 U)
H2O necesaria para 20 µL.
1 Se utilizó una enzima de alta fidelidad de la compañía ROCHE (“Expand High
Fidelity”; Cat. No. 1 732 650)
     Se realizó el PCR  en el termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System,
y las condiciones fueron las siguientes:  35 ciclos

Desnaturalización inicial    94 °C 2 min
Desnaturalización 94 °C 15 seg
Alineamiento 60 °C 30 seg
Elongación 68 °C 2.30 min
Elongación final 72 °C 10 min
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2. Amplificación del extremo  5' del cDNA  (5' RACE)

     Para    amplificar    el    extremo  5'  del   cDNA,   se   diseñaron    un    par  de
oligonucleótidos (3.16 y 3.17)  en el extremo 5' de la secuencia previamente
obtenida. El DNA utilizado como molde proviene de una biblioteca de cDNA de
diversos estadios del desarrollo del pez cebra producida con un kit de la
compañía CLONTECH que permite la adición de secuencias conocidas en el
extremo  5' del cDNA. La biblioteca de cDNA  tiene en sus extremos conocidos
las secuencias de los oligonucleótidos UPM (”Universal Primer Mix”) y NUP
(“Nested Universal Primer”). Este par de oligonucleótidos  UPM y NUP se utilizan
en conjunto con  los oligonucleótidos específicos del gen (3.16 y 3.17).

La secuencia de los oligonucleótidos es la siguiente:

3.16 :
5> GTG GAA TGT CAC CAT CCA GAG GCC-3 (24 pb)

3.17 :
5> CTG TTT GAC CGT CTT TGAC ACC TGC-3 (25 pb)

UPM (”Universal Primer Mix”):
5> AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3 (23 pb)

NUP (“Nested Universal Primer”):
5> CCC CAA AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3 (específico del extremo
5' del cDNA)

3. Amplificación del extremo  3' del cDNA  (3' RACE)

     Para    amplificar   el   extremo 3'    del   cDNA,    se    diseñaron    un    par de
oligonucleótidos (3.8 y 3.9 )  en el extremo 3' de la secuencia previamente
obtenida. El DNA utilizado como molde proviene de una biblioteca de cDNA de
diversos estadios del desarrollo del pez cebra producida con un kit de la
compañía CLONTECH que permite la adición de secuencias conocidas en el
extremo  3' del cDNA. La biblioteca de cDNA  tiene en sus extremos conocidos
las secuencias de los oligonucleótidos UPM (”Universal Primer Mix”) y NUP
(“Nested Universal Primer”). Este par de oligonucleótidos  UPM y NUP se utilizan
en conjunto con  los oligonucleótidos específicos del gen (3.8 y 3.9).
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3.8 :
5> TCT ACT CGC ATA CAG GTG GCA CAG C-3 (25 pb).

3.9 :
5> ACA GAG CAC ACC GTG TTC AAG CAG-3 (24 pb)

UPM (”Universal Primer Mix”):
5> AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3 (23 pb)

NUP (“Nested Universal Primer”):
5> AAAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTdT(15)-3 (específico del extremo 3' del
cDNA)

Todos los productos de PCR fueron subclonados en pCR 4-TOPO de la
compañía  Invitrogen.
NOTA: Las digestiones, y ligaciones del DNA se realizaron bajo las condiciones
estándares, que se encuentran en cualquier manual de biología molecular
(Current protocols in molecular Biology Vol 1).

4. Transcripción in vitro e hibridización in situ

     Con el objetivo de producir un RNA complementario  al  RNA  mensajero   del
betaglicano, para hacer las hibridaciones in situ, se subclonó un fragmento de
674 pb (Apa I – Cla I) en el sitio de clonación múltiple de pBluescript KS -, que
tiene en ambos extremos los promotores para la T3 y T7 RNA polimerasa.
1. Linearizar  5 µg del vector con una enzima que deje extremos 5' cohesivos.
2. Limpiar la digestión del plásmido con columnas (QIAquick Gel extraction Kit,
QIAGEN.); eluir la muestra en 50 µL, correr 5 µL en un gel de agarosa al 1 %
para corroborar que se realizó la digestión completamente.
La transcripción in vitro fue hecha con un “kit de ROCHE” (Cat No. 999 644)

3. Preparar la siguiente mezcla:

2 µL de buffer de transcripción in vitro.
1 µg de plásmido digerido (limpiado por columnas QIAquick, para eliminar la
enzima).
8 µL de NTP – DIG 2.5X.
8 µL de Inhibidor de RNAasa ( “ Rnase Inhibitor”, ROCHE).
20 U de RNA polimerasa (T3 o T7, RNA polimerasa).
Agregar el volumen necesario de H2O (tratada con DEPC) para un total de 20
µL.
4. Incubar a 37 °C por 2 horas  1/2.
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5. Eliminar el DNA molde; agregar  10 U de DNAasa.
6. Incubar a 37 ° C por 15 min.
7. Detener la reacción. Agregar  EDTA, 100  µM (concentración final).
8. Purificar el RNA producido por una columna (“Quick Spin Columns”, ROCHE,
Cat No. 1 274 015).
8.1 Invertir varias veces la columna para resuspender el medio.
8.2 Remover la tapa de arriba de la columna, después remover la tapa de abajo
(NOTA: En este orden)
8.3 Permitir que drene el buffer por gravedad.
8.4Colocar la columna en un tubo de recolección y centrifugar a 1 100 g (3 400
rpm)  por 2 min.
8.5 Mantener con mucho cuidado la columna hacia arriba; agregar el RNA en el
centro de la columna.
8.6 Centrifugar por 4 min a 1 100 g, recuperando el líquido eluido.
8.7 En el  líquido eluido, se encuentra el RNA purificado.
9. Precipitar la muestra del RNA:
Agregar  0.1 volúmenes de Acetato de sodio (3 M pH 5.2) y 2.5 volúmenes de
etanol al 100 %.
Incubar por 20 min a –70 °C.
Centrifugar  a 14 000 rpm por 30 min.
Eliminar el sobrenadante y agregar 1 mL de etanol 70 %. Centrifugar a 8 900
rpm  por 5 min.
Eliminar el sobrendante y dejar secar por 5 a 10 min a temperatura ambiente.
Resuspender en 80 µL de HYB + (Antes de utilizar el HYB +, se deja a
temperatura ambiente 20 min antes de utilizarla).
10. Correr en un gel de agarosa al 1.5 %  5 µL  de sonda para evaluar la
muestra. (NOTA: Calentar a 80 ° C la sonda por 5 min).
Este RNA antisentido (sonda marcada) se utilizará para hacer las hibridaciones
in situ.

Fijación de los embriones  y la hibridación in situ.

Fijar los embriones en 4% de paraformaldehido en PBS por 4 horas a
temperatura ambiente en agitación suave o bién o/n a 4 °C sin agitación (El
paraformaldehido debe ser fresco o haberse mantenido en congelación justo
después de prepararse).
NOTAS: Si los embriones tienen colas extendidas hay que eliminar el corión
antes de fijarlos, si no pueden fijarse primero y eliminar el corión después.
Si se va a hacer la hibridación en estadios con pigmentación se recomienda
inhibir la pigmentación colocando a los embriones a las 20 - 24 hpf en PTU 0.01
% disuelto en “medio de embrión” o “agua de pez”.

Si los embriones NO van a ser utilizados el mismo día de la fijación,
entonces remover el paraformaldehido y deshidratar de la siguiente forma:

2 cambios de 5 min c/u en metanol 50% (agitación suave).
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2 cambios de 5 min c/u en metanol 100% (agitación suave).
Guardar a – 20 °C.
El dia que se van a a utilizar se rehidratan de la siguiente forma:
2 cambios de 5 min c/u en metanol 50% (agitación suave)
2 cambios de 5 min c/u en metanol 30%/PBST (agitación suave)
2 cambios de 5 min c/u en PBST (agitando suave)
Eliminar el corión si es necesario (pasar a caja de petri, eliminar el corión y
regresar al tubo de 2 ml).
Fijar por 20 minutos en 4% de paraformaldehido en PBST (agitación suave).

Si los embriones se utilizan el mismo día que se fijaron, entonces:

Embriones con corión:
Lavar 4 veces con  PBST por 5 min c/u.
Colocar los embriones en una caja de petri y eliminar el corión con unas pinzas.
Regresarlos al tubo de 2 ml.
Lavar 5 veces , 5 min c/u en PBST (agitación suave)

Embriones sin corión:
5 cambios de 5 min c/u en PBST (agitación suave).

Permeabilizar los embriones con Proteinasa K (10  µg/ml en PBST) deacuerdo a
la siguiente tabla:
NOTA: La Proteinasa K se prepara al momento de usarla, ya que pierde
rápidamente su actividad.

1 min para embriones de 3 – 5 somitos
3 min para embriones de 8 – 10 somitos
5 min para embriones de 16 – 20 somitos
7 min para embriones de 24 hpf
15 min para embriones de 30 – 36 hpf o más

Eliminar la proteinasa K;  agregar y retirar PBST ( 2 veces). Agregar PBST e
incubar  por 5 min en agitación suave. NOTA: Es muy importante eliminar toda la
proteinasa K, ya que de lo contrario la digestión del embrión continua.
Fijar por 20 minutos en 4% de paraformaldehido en PBST (4 °C).
Lavar 2 veces con PBST por 5 min c/u (agitación suave).
Transferir los embriones (no más de 40) a un tubo eppendorf de 0.5 ml (agregar
y remover PBST si es necesario).
Eliminar el PBST, e inmediatamente después agregar 500 µ l de HYB- (a
temperatura ambiente).NOTA: Es muy importante que los embriones no queden
completamente secos.
Colocar en el horno de hibridación a 55 °C por 5 min.
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Cuidadosamente reemplazar el HYB- con 500 µl de HYB + (precalentado a 55
°C) y pre-hibridizar a 65 °C por un mínino de 3 horas  (12 horas es lo
recomendable).
Eliminar  100 µ l de HYB + (no permitir que la solución deje de cubrir los
embriones) y agregar 50 nanogramos de la sonda marcada (que previamente se
ha preparado).
Incubar por 12 horas a 65 °C ( Incubar 68 °C aumenta la especificidad).
Retirar la sonda (NOTA: No permitir que la solución deje de cubrir los embriones;
la sonda puede ser reutilizada al menos 3 a 4 veces).

Lavar a los embriones para eliminar la sonda que no se a unido de forma
especîfica.
Precalentar a 65 °C las siguientes soluciones:
Lavar con 500 µl 75% de formamida / 2X SSCT.
Agregar 500 µl e incubar por 15 min de 75% de formamida / 2X SSCT a 65 °C.
Agregar 500 µl e incubar por 15 min de 50% de formamida / 2X SSCT a 65 °C.
Agregar 500 µl e incubar por 15 min de 25% de formamida / 2X SSCT a 65 °C.
Agregar 500 µl e incubar por 15 min 2X SSCT a 65 °C.
Agregar 500 µl e incubar por 20 min 0.2X SSCT a 65 °C.
Agregar 500 µl e incubar por 20 min 0.2X SSCT a 65 °C.
Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Recambiar con 500 µ l de PBST (PBST a temperatura ambiente) y agitar
suavemente por 5 minutos a temperatura ambiente.
Recambiar con 500 µl de “Solución Bloqueadora” y agitar suavemente por un
mínimo de 3 horas a temperatura ambiente.
Diluir la solución bloqueadora al momento en H20 MilliQ.(NOTA: apartir del stock
5X a 1X).
Recambiar con 300 µl de “Solución con anticuerpo” y agitar suavemente por 12
horas a temperatura ambiente. NOTA: La solución con anticuerpo es la misma
que la solución bloqueadora, nada más  que contiene el anticuerpo.
Lavar con 500 µl de “Solución Bloqueadora”  4 veces (agitar suavemente por 25
minutos a temperatura ambiente).
Lavar con 500 µl de “Solución Colorante” y agitar suavemente por 5 minutos a
temperatura ambiente.
Transferir los embriones a placas excavadas o multipozos, colocarlas en un
agitador orbital.
Finalmente, intercambiar con 500 µl de “Solución Colorante con NBT y BCIP”.
Agitar suavemente; proteger de la luz (cubrir con papel aluminio).
Cada 15 min, observar los embriones con la ayuda del microscopio de disección
para detener la reacción en el momento deseado. Para detener la reacción,
recambiar la solución colorante con NBT y BCIP por 500 µl de PBST y agitar
suavemente por 1 minuto a temperatura ambiente.
Tomar la fotografía.
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NOTA: Los embriones pueden guardarse hasta por 6 meses  sin perder la señal
( Fijarlos en 4% de paraformaldehido en PBST y guardar a 4 °C protegidos de la
luz).

Se utilizó un kit para la Transcripción in vitro  de la compañía ROCHE (Cat No.
999 644) y las columnas para purificar RNA de la transcripción fueron de la
compañía ROCHE (Cat No. 1 274 015).

Receta de las soluciones:

H2O destilada tratada con DEPC (Diethylpirocarbonato):
Preparar H2O con DEPC 0.1%. Agregar el DEPC e incubar 1 hora a 37 °C, con
agitación.
Esterilizar por autoclave, en ciclo de líquidos.

Tween-20 20%:
Agregar 5 mL de Tween-20 20% de la botella (Sigma P-1379),
Agregar 25 mL de H2O-DEPC.

Acetato de Sodio 3 M pH 5.2:
Pesar la cantidad necesaria  de acetato de sodio para tener un stock 3M, el pH
se ajusta con Ácido acético glacial. Esterilizar por autoclave.

Etanol 70% en H2O-DEPC:

Para 100 ml: 35 ml de Etanol absoluto + 15 ml de dH2O-DEPC.

EDTA 200 mM pH 8.0:
Pesar la cantidad necesaria  de EDTA  para tener un stock 200 mM, el pH se
ajusta con Hidróxido de sodio concentrado. Esterilizar por autoclave.

PBS (10X) Phosphate Buffer Saline:
1.37 M de NaCl
27 mM de KCl
100 mM de Na2HPO4
20 mM de KH2PO4

Disolver en 800 ml de H2O 80 g de NaCl, 2 g de KCl 14.4 g de Na2HPO4 y
2.4 g de KH2PO4 , el pH se ajusta a 7.4 con HCl. Filtrar por autoclave.

PBST:
Agregar PBS, más Tween-20 al 0.1%

Paraformaldehido 4% en PBS:
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Para 25 ml: Disolver 1.2 g de Paraformaldehido en 25 ml de H2O, adicionar 3 ml
de PBS 10 X y poner en agitación, para facilitar que se disuelva: agregar 90 µl
de NaOH 5M o calentar. Utilizar inmediatamente o hacer alícuotas para
guardarlas a – 20 °C.
NOTA: debe de ser preparado al instante o mantenerse congelado a –20 °C.

Paraformaldehido 4% en PBST :
Para 50 ml de Paraformaldehido 4% en PBS se le agregan 250 µl de Tween-20
20%.
NOTA: debe de ser preparado al instante o mantenerse congelado a –20 °C.

Metanol 30 % en PBST :
Para 100 ml: agregar 30 ml de Metanol absoluto + 10 ml de PBS 10 X + 500 µl
de Tween-20 20% + 59.5 ml de H2O.

Proteinasa K (10 µg/ml) en PBST :
A 2 ml de PBST adicionar 1 µl del Stock de Proteinasa K (20 mg/ml).

NOTA: La Proteinasa K se disuelve en Tris-HCl 50 mM pH 8, 1.5 mM de acetato
de calcio. Guardar a –20 °C y las alicuotas no deben congelarse y
descongelarse repetidamente.

SSC (20X) Saline Sodium Citrate :
NaCl 3.0 M, Citrato de sodio 0.3 M, pH 7.0
El pH se ajusta con HCl. Esterilizar por autoclave y guardarlo a –20 °C.
HYB– :
Formamida 50%,
SSC 5X
Tween-20  0.1 %

HYB + :
 Formamida 50%,SSC 5X, Tween-20  0.1 %.
Agregar500 µL de RNA de torula  (yeast; 500 µg/mL) (ROCHE).
Agregar 50 µLde Heparina 50 µg/mL (SIGMA).

NOTA: El RNA de torula y la heparina se preparan en H2O-DEPC.

75% de formamida / 2X SSCT :
Para un stock de 25 mL: agregar 18.75 mL de formamida de la botella + 2.5 mL
de SSC 20 X + 125 µL de Tween-20 20% + 3.625 mL de H2O-DEPC.

50% de formamida / 2X SSCT :
Para un stock de 25 mL:  agregar 12.5 mL de formamida de la botella + 2.5 mL
de SSC 20 X + 125 µL de Tween-20 20% + 9.875 mL de H2O-DEPC.
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25% de formamida / 2X SSCT :
Para un stock de 25 mL:  agregar 6.25 mL de formamida de la botella + 2.5 mL
de SSC 20 X + 125 µL de Tween-20 20% + 16.125 mL de H2O-DEPC.

2 X SSCT :
Para un stock de 25 mL:  agregar 2.5 mL de SSC 20 X + 125 µL de Tween-20
20% + 22.375 mL de H2O-DEPC.

0.2 X SSCT :
Para un stock de 25 mL:  agregar 250 µL de SSC 20 X + 125 µL de Tween-20
20% + 24.625 mL de H2O-DEPC.

Solución Bloqueadora 10 X :
El reactivo bloqueador fue adquirido de la compañía ROCHE (Cat No. 1 096
176). El reactivo bloqueador se diluye en el buffer de ácido maleico (100 mM de
ácido maleico, 150 mM de NaCl; ajustar el pH a 7.5 con NaOH).
Disolver el reactivo bloqueador  a una concentración final de 10 % en buffer de
ácido maleico. Es necesario calentarlo de 5 a 10 min.

Solución con Anticuerpo  :
A la solución bloqueadora se le agraga el anticuerpo Anti-digoxigenina-AP,
dilución 1: 1000.
(según el catálogo de Roche debe utilizarse entre 100 a 500 veces de dilución).
Se diluye en 2% de Sheep serum y 2 mg/ml BSA en PBST.

Solución de coloración:

100 mM de Tris pH 9.5
50 mM MgCl2
100 mM NaCl
0.1% Tween-20
1 mm Levamisol (agregar al momento)
NOTA: El pH de 9.5 se ajusta con HCl y es muy importante para que la solución
se disuelva, ya que de lo contrario se forman precipitados al agregar el MgCl2.

Stock NBT (nitroblue tetrazolium) :
75 mg/ml en 70% Dimethylformamide (DMF)

Stock BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl galactopyranoside ) :
50 mg/ml en Dimethylformamide (DMF).

5. Preparación de RNA total apartir de embriones

1. Colocar aproximadamente 100 larvas (embriones) en un tubo de 1.6 mL.
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2. Eliminar el agua de acuario y agregar  800 µL de Trizol (Trizol Reagent,
GIBCO BRL. Cat. No. 15596-018)  de la botella.
3. Homogenizar completamente las larvas (embriones) con un pistilo de plástico
estéril a temperatura ambiente. Verificar que los embriones se hayan
homogenizado completamente.
4. Adicionar 200 µL de cloroformo, dar vortex por 20 seg.
5. Centrifugar  a 4°C por 15 min, 13 400 rpm.
6. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. NOTA: Tener mucho cuidado de no
llevarse la interfase.
7. Precipitar con 500 µL de alcohol isopropílico (2-propanol), mezclar por
inversión varias veces.
8. Incubar  por 10 min a temperatura ambiente.
9. Centrifugar  a 4°C por 15 min, 13 400 rpm.
10. Eliminar el sobrenadante, tener mucho cuidado con el precipitado (el pellet
es  de color blanco).
11. Lavar con 1 mL de etanol 75 % (en H20 DEPC).
12. Centrifugar a 4°C por 5 min, 10 500 rpm.
13. Eliminar el sobrenadante.
14. Dejar el tubo a temperatura ambiente y esperar que el pellet se seque.
15. Eliminar el DNA genómico, resuspender en 60 µL, de la siguiente forma:

34 µL de H20 DEPC
6 µL de buffer de transcripción
20 µL de DNAasa (libre de RNA, 20 U).

16. Incubar a 37 °C por 60 min.
17.Agregar 140 µL de H20 DEPC.
18. Eliminar la DNAasa; agregar 200 µL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico.
19. Dar vortex por 20 seg e incubar 3 min a temperatura ambiente.
20. centrifugar a 4°C por 15 min, 13 400 rpm. Transferir la fase acuosa a un tubo
nuevo.
21. Precipitar al agregar 500 µL de isopropanol, agitar el tubo por 10 min.
22. Centrifugar a 4°C por 10 min, 13 400 rpm.
23. Eliminar el sobrenadante.
24. Lavar con 1 mL de etanol 75 %.
25. Centrifugar a 4 °C por 5 min, 10 500 rpm.
26. Eliminar el sobrenadante y dejar el tubo abierto a temperatura ambiente
hasta que se seque el pellet.
27. Resuspender el pellet  en 25 µL de H20 DEPC (Se recomienda 25 µL para
100 embriones).
28. Precalentar la muestra de RNA a 65 ° C por 5 min, para correrlo en un gel de
agarosa al 1.5 %. Cuantificar el RNA con el espectrofotómetro.
 29. Guardar a – 70 ° C.

NOTA: Este RNA se utiliza para hacer cDNA, de la siguiente forma:
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Para hacer cDNA se parte de 1.5 µg de RNA total. Siempre que se hace cDNA,
se pone un control donde no se le agrega la enzima (retrotranscriptasa reversa).
1. Incubar a 65 °C, por 5 min:
1.5 µg de RNA
1 µL de dNTPs (10 mM)
1 µL del oligo dT (0.5 µg/µL)
Agregar H2O-DEPC, hasta completar un volumen de 10 µL.

2. Preparar la siguiente mezcla  de reacción , adicionando cada componente en
el orden indicado:

2X
10X Buffer RT 4 µL
25 mM de MgCl2 8 µL
0.1 mM de DTT 4 µL
RNAasaOUT inhibitor 2 µL

3. Agregar 4.5 µL a cada tubo, mezclar con la pipeta y centrifugar.
4. Incubar a 42 °C por 2 min.
5. Agregar 50 U de SuperScript II RT (Invitrogen, Cat No. 18064-022)  a solo un
tubo.
NOTA: Al tubo control no se le agrega SuperScript II RT.
6. Incubar  42 °C por 50 min.
7. Detener la reacción, colocar el tubo a 70 °C por 15 min. Colocarlo en hielo.
8. Centrifugar a 13 400 rpm por 10 seg.
9. Agregar  1µL de RNAasa H a cada tubo e incubar 20 min a 37 °C. El protocolo
del kit, recomienda utilizar 1.5 µL de cDNA para amplificar por PCR.

6. Cuidado de los peces

     El crecimiento de forma controlada se realiza a una temperatura de 28.5 ° C,
aunque puede haber cierta variación de algunos grados. Cuando se pone las
cruzas, la pareja de peces se coloca en una “caja para cruzar” que tiene en la
parte inferior una red que impide que los huevos fertilizados sean devorados por
el padre. La obtención de los huevos fertilizados se coloca en agua de acuario y
se incuba a 28.5 ° C, eliminando los huevos que no fueron fertilizados ya que
producen efectos nocivos sobre los huevos fertilizados. Para mayor información
sobre los cuidados del pez cebra, consultar el libro de “The Zebrafish BooK”, que
se encuentra en la página www.zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.
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7. Análisis in silico del betaglicano

     El análisis de las secuencia  fue   hecho   con   el   programa   MacVector 7.2.
También se utilizó la base de datos del Sanger Center (www.sanger.ac.uk/).
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