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CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN ARN MENSAJERO QUE CODIFICA A UNA
PROTEINA RHEB-LIKE

RESUMEN

En el laboratorio se desarroll6 un proyecto de investigacion orientado hacia la
identificacién, aislamiento y caracterizacion de nuevas moléculas neuroactivas, basado
en tecnologias inmunomoleculares de identificacion y clonacion de ARN mensajeros.
Empleando esta técnica de rastreo inmunolégico se detecto, identificé y se aisléo una
molécula de ARNm a partir de una biblioteca de expresiéon de ADNc de cerebro total de
ratobn. Se caracterizO la secuencia primaria de este ARNm, que consta de 1541
nucledtidos de longitud, con un marco de lectura abierto de traduccion de 552
nucleotidos, el cual codifica para una proteina de 184 aminoacidos. La comparacion de
la secuencias del ARNm dio como resultado una identidad de mas del 90% de la
secuencia del ARNm de Ras-Homolog Enriched in Brain del organismo Mus musculus.
La secuencia del ADNc se reportd por nuestro grupo en la base de datos del GenBank
con el niumero de acceso AY197373. La proteina Rheb se encuentra dentro de la
superfamilia de proteinas Ras, mostrando secuencias consenso que la colocan dentro
de esta superfamilia y Rheb se define como una nueva y Unica familia dentro de la
superfamilia de proteinas Ras, Rheb ha tomado importancia ya que participa en la
regulacion y ciclo celular. A pesar de su importancia biolégica, su distribucion y
expresion no ha sido establecida completamente, por lo que en nuestro laboratorio,
para iniciar el estudio de la actividad funcional de Rheb se llevaron a cabo estudios de
RT-PCR en areas neuronales y o6rganos periféricos de raton para identificar la
expresion de Rheb por estimulos especificos. Los patrones de expresion de los
estudios de RT-PCR para el gen Rheb en condiciones fisiologicas (i. p. SSI) mostraron

que la expresion del ARNm de Rheb es expresado ampliamente en todas las areas
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neuronales examinadas (bulbo olfatorio, cerebelo, corteza, estriado, hipocampo, médula

espinal, ojos, tdlamo-hipotdlamo y tallo cerebral); también fue detectado en tejidos
periféricos como corazén, higado, musculo esquelético, pancreas, rifion y glandulas
suprarrenales. En el grupo de animales tratados con PTZ (i. p. 40 mg/kg), la expresién
del ARNm se mantuvo en areas neuronales, cambiando su patrén de expresion a la
baja en higado y pulmén. En el grupo tratado con cocaina (i. p. 20 mg/kg), no hubo
cambios significativos en la expresion del ARNm de Rheb en las areas neuronales, en
cuanto a los 6rganos periféricos, se observa expresion en pulmon.

La expresion del ARNm de Rheb en forma constitutiva en condiciones fisiologicas,
sugiere su participacion en funciones esenciales en el SNC y 6érganos periféricos. Al
modificarse su expresion en higado, pulmon (PTZ) y pulmon (cocaina) sugiere su

participacion en procesos metabdlicos.
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L. INTRODUCCION

Todos los seres vivos estamos formados por una o mas células, estas células
reciben y responden a sefales de su ambiente. Muchos eucariontes unicelulares
responden a moléculas de sefalizacion secretadas por otras células, permitiendo una
comunicacién célula a célula. En organismos multicelulares, la comunicacién entre
células alcanza un nivel mas complejo. Mientras que las células de procariontes y
eucariontes unicelulares son autébnomas, el comportamiento de cada célula individual
en plantas y animales multicelulares es cuidadosamente regulado para satisfacer las
necesidades de todo el organismo, el cual esta acompafiado de una variedad de
moléculas de sefializacion que son secretadas o expresadas en la superficie celular y
se unen a los receptores expresados por otras células, integrando y coordinando las
funciones de muchas células individuales que forman un organismo mas complejo
(Cooper, 2000). El desarrollo de una diversidad y especializacion a nivel celular ha sido
una pieza fundamental en el desarrollo del proceso evolutivo.

Una respuesta comun para sefiales extracelulares es la que involucra cambios en
el programa y rutas de la expresidbn genética. La transduccion de sefiales en
eucariontes es iniciada por la interaccién del ligando y el receptor, y por moléculas
efectoras que actian como segundos mensajeros al transmitir la sefial y/o amplificarla
en el interior de la célula. Muchos de estos ligandos identificados en mamiferos son
proteinas solubles, péptidos o moléculas organicas pequefias, algunos se encuentran
anclados en la superficie celular (Lewin, 2000; Karin, 1992). Mientras la estructura y la

naturaleza quimica de los ligandos varian enormemente, sus receptores pueden ser
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agrupados dentro de un numero reducido de familias por sus caracteristicas

estructurales.

Una de estas familias de receptores es la de tirosina cinasas transmembranales.
Aunque estas proteinas varian en estructura, todas contienen un dominio catalitico
conservado dentro de su region COOH-terminal citoplasméatico responsable de la
fosforilacion de residuos de tirosina. EI dominio NHj-terminal de estas proteinas es
extracelular y algunos estan enlazados covalentemente a una segunda cadena de
polipéptido. EI dominio extracelular contiene el sitio de unién a los ligandos que incluyen
una variedad de factores de crecimiento como EGF (Factor de Crecimiento de
Epidermal), PDGF (Factor de Crecimiento derivado de plaquetas), CSF-1 (Factor
estimulador de colonial). Las proteinas Ras son mediadores en estas cascadas de
sefalizacion por unidn de factores de crecimiento a los receptores transmembranales

de tirosina cinasas.

la. Superfamilia de proteinas RAS
Las proteinas Ras, también conocidas como “GTPasas, proteinas G pequefias y

proteinas G de bajo peso molecular”. Son proteinas monoméricas con una masa
molecular de 20-40 kDa que se unen e hidrolizan al nucleétido guanina (Paduch et al,
2001; Takai et al, 2001). Varios estudios han mostrado que las proteinas G pequefas
regulan no sélo la proliferacion celular, sino también diferenciacion, morfologia y
apoptosis celular. También se ha mostrado que las proteinas G pequefias son
elementos reguladores de las funciones de inflamacion para leucocitos fagociticos y
que regulan respuestas bioldgicas de leucocitos como adhesion, migracion celular,
secrecion y produccion de superéxido (Bernard et al, 1999). Las proteinas G pequefias

se encuentran presentes en eucariontes desde levaduras hasta humanos. Muchas
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proteinas G pequefas estan localizadas tanto en el citosol como en las membranas; su
localizacion es mediada por las modificaciones post-traduccionales con lipidos (Takai et

al, 2001).

1b. Caracteristicas estructurales y propiedades funcionales de las
proteinas Ras

La proteina Ras es una proteina globular monomérica de 189 aminoacidos, actla
como un interruptor en estado de reposo (off) es encontrado en un complejo con GDP y
en un estado activo (on) tiene una molécula de GTP unida a ella. La transicion entre los
estados activo e inactivo estd ayudada por proteinas reguladoras, de al menos, tres
distintas familias. La actividad GTPasa intrinseca baja es acelerada por la union de una
proteina activadora de GTPasa (GAP), la cual tiene influencia en la duracion de la
forma de unién a GTP. La liberacion y la subsiguiente unién del nucleétido de guanina
son promovidos por el factor de intercambio del nucleétido de guanina (GEF, también

llamado GEP) como se esquematiza en la figura 1.

Figura 1. Regulacién de las proteinas Ras. La activad de las
proteinas Ras esta regulada por un ciclo de unién al nucleétido
guanina y su hidrdlisis. En el estado activo Ras unido a GTP y
en el estado inactivo unido a GDP. GEF promueve la disociaciéon
de GDP y actiia como un regulador positivo y GAP promueve la
hidrélisis de GTP y actia como un regulador negativo (figura
modificada de Alberts et al, 2002).
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H-Ras y K-Ras fueron los primeros identificados como oncoproteinas virales (v-
Ras) del virus de sarcoma murino de Harvey y Kirsten, y se encontr6 que son
responsables de la transformacion celular (Macaluso et al, 2002). Todas las proteinas
Ras contienen una caja CAAX terminal en la posicion 186-189; donde la “C” representa
una cisteina, “A” representa un aminoacido alifatico (leucina, isoleucina o valina) y “X”
gue puede ser metionina, serina, leucina o glutamina en la figura 2 se esquematiza la

disposicion de los dominios de la proteina Ras.

1 1685 1559

D Dominio conservado

D RBegion hipervariable

Heras auqacmm:
MN-rae SOMGLEEVTH
K-ras REXEKKSKTHOVIN
"
T

motivo

Figura 2. Esquema de los dominios de las proteinas Ras. El dominio
catalitico del amino terminal (aminoacidos 1-165) de las proteinas Ras esta
conservado altamente (90-100% de identidad). La secuencia del extremo
carboxilo terminal diverge significativamente y es el dominio hipervariable
(HVR). El dominio HVR comprende la secuencia de anclaje muy bien
caracterizada que opera como sefial de trafico de Ras (figura modificada de
Hancock, J.F., 2003).

Las modificaciones post-traduccionales comienzan en el aminoacido 186,
aumentando la hidrofobicidad de la region COOH-terminal de la proteina permitiendo su

internalizacion en la membrana plasmatica. La localizacion en la membrana de la




CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN ARN MENSAJERO QUE CODIFICA A UNA
PROTEINA RHEB-LIKE

proteina es esencial para su funcion. Entre las modificaciones post-traduccionales se
encuentran la farnesilacion del C-186 por el corte de los tres aminoacidos siguientes
(AAX), seguido por la metilacion del C-186 y finalmente la palmitoilacion de los residuos
de cisteina en la region 165-186, como se observa en la figura 3 (Macaluso et al, 2002).
Cinco dominios discontinuos (5-63, 77-92, 109-123, 139-165 y 186-189) son esenciales
para la actividad de Ras. Mutaciones puntuales en los codones 12, 13, 59, 61, bloquean
la actividad GTPasa, conduciendo a la activacion constitutiva y a la proteina
oncogénica. Las mutaciones en el codon 186 inactivan a la proteina Ras bloqueando su
insercion en la membrana donde estan localizados sus reguladores y efectores (Bos,

1989).

F-raz Plasma membrans

e > 5 g Cytoplasm
Hiesiliric— Sx

) =
C——0 Golgi i /_h L

Palm .k_,,:ﬁ\ E».HM

/ 5
”A (G- 4

Endoplasmic reticulum _._____,w’

Figura 3. Procesamiento de la caja CAAX. El procesamiento de la caja CAAX
es secuencial, es iniciada en el citosol por la proteina farnesil transferasa
(PFTasa), la cual afiade un grupo farnesil (farnesil-PP) al residuo de cisteina de
la caja CAAX. El proceso es completado sobre el lado citosdlico del reticulo
endoplasmatico (ER) por las enzimas Rcel (enzima convertidora de Ras) y Icmt
(Isoprenilcisteina carboxil metiltransferasa), la cual remueve el tripéptido AAX y
metila con S-adenosilmetionina (SAM), respectivamente (figura tomada de
Hancock, J.F., 2003).
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La proteina Ras modera respuestas celulares en varios mitégenos y/o factores de
diferenciacion (por ejemplo, factores de crecimiento, citocinas, sefiales de adhesion
celular) y en estimulos externos, como irradiaciones de UV, estrés osmotico, entre
otros. Estos estimulos activan una serie de vias de transduccién de sefiales que
pueden ser independientes o interconectadas en diferentes puntos. Ras es activada
después de la interaccién de varios factores de crecimiento (por ejemplo EGF, PDGE,
etc.) con sus receptores de tirosina cinasas, que interactian con sus ligandos, se

autofosforila en la tirosina (Macaluso et al, 2002).

Se han aislado sistematicamente muchas proteinas G pequefias por métodos de
biologia molecular y bioquimicos. Mas de 170 proteinas pequefias han sido
identificadas formando una superfamilia, cuyos miembros estan clasificados

estructuralmente dentro seis familias:

» Familia Ras: los miembros de la subfamilia Ras (proteinas Ras) regulan

principalmente la expresion génica.

» Familia Rho: los miembros de la subfamilia Rho/Rac/cdc42 (proteinas

Rho/Rac/cdc4?2) regulan la reorganizacion del citoesqueleto y la expresion génica.

» Familia Rab: los miembros de la subfamilia Rab (proteinas Rab) regulan el

trafico de vesiculas intracelulares.

» Familia Sarl/Arf: los miembros de la subfamilia Sarl/Arf (proteinas Sarl/Arf),

también regulan el trafico de vesiculas intracelulares.
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» Familia Ran: los miembros de la subfamilia Ran (proteinas Ran) regulan el
transporte nucleocitoplasmatico durante las fases Gi, S y G, del ciclo celular y la

organizacién de microtubulos durante la fase M.

» Familia RGK: los miembros individuales de esta subfamilia lo comprenden las
proteinas Rad, Gem/kir, Rem y Remz2, las cuales han sido implicadas en funciones
importantes como la regulaciéon de la actividad de canales de calcio dependientes de
voltaje y la remodelacion de la forma celular (Takai et al, 2001; Ehrhardt et al, 2002;

Beguin et al, 2005).

Rheb (por sus siglas en inglés, Ras Homologue Enriched in Brain), es otra
molécula relacionada a las proteinas Ras, fue aislada de la rata por técnicas de
clonacion diferencial para identificar genes que son inducidos rapidamente en neuronas

por actividad sinaptica (Yamagata et al, 1994).

En el presente trabajo se describe una proteina GTPasa denominada Rheb-like de
raton (Mus musculus), que presenta caracteristicas que la colocan dentro de la familia

Rheb, la cual pertenece también a la familia de las proteinas Ras.
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II. ANTECEDENTES

2a. Expresién de la proteina Rheb

La familia Rheb se define como una nueva y Unica familia dentro de la superfamilia
de proteinas Ras (Takai et al, 2001; Urano et al, 2000). Rheb fue identificado
inicialmente como un gen cuya expresion es incrementada en el cerebro de rata por la
actividad sinptica dependiente de NMDA en el modelo de potenciacion a largo plazo.
La induccion rapida y transitoria del ARNm de Rheb fue detectado en células granulares
del hipocampo por convulsiones eléctricas y en la actividad sinaptica dependiente de
NMDA (Yamagata et al, 1994). La expresion de Rheb fue inducida mediante la
administracion de suero fetal de bovino al 20% en fibroblastos. Su expresion, también,
fue inducida en células PC12 en cultivo después de la administracion de factores de
crecimiento como EGF o FGF, estos datos sugieren que Rheb es regulado como un
gen de expresion inmediata (Yamagata et al, 1994). La aplicacién de radiacion UV
incrementa la expresion de Rheb en fibroblastos humanos (Kita et al, 2000). La
expresion de Rheb ha sido detectada en distintas areas del cerebro de rata (corteza

cerebral y cuerpo estriado) en el modelo de isquemia cerebral (Kinouchi et al, 1999).

2b. Caracteristicas estructurales de la proteina Rheb
Todas las proteinas Rheb contienen cajas denominadas G1-G5, que son intervalos

cortos de secuencias involucradas en el reconocimiento de base y los fosfatos de las
guaninas. Se han identificado tres caracteristicas estructurales claves que definen a la
familia Rheb (Urano et al, 2000). En primer lugar, un aminoacido de arginina que

corresponde a la glicina en la doceava posicién de Ras, la cual esta conservada en
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todos los homodlogos de Rheb. Segundo, tienen un dominio efector (G2) muy similar, en

los cuales 10 de 17 aminoé&cidos son idénticos, y 4 de los aminoacidos restantes son
similares. Tercero, todos terminan con el motivo CAAX (C es cisteina, A es un
aminodcido alifatico y X, que generalmente es metionina, alanina, serina, glutamina o
cisteina) que es requerido para la farnesilacion. Se ha demostrado que Rheb es
farnesilada en S. cerevisie, S. pombe y en células de mamiferos (Urano et al, 2000;

Mach et al, 2000; Yang et al, 2000; Panepinto et al, 2002; Yang et al, 2001).

La actividad bioguimica para unir nucleétidos de guanina ha sido reportada para
Rheb de rata, S. pombe y Drosophila (Yamagata et al, 1994; Patel et al, 2003;
Tabancay et al, 2003). La proteina Rheb de S. pombe purificada mostré unirse a GDP
con una proporcion aproximada de una molécula de GTP por molécula de Rheb. La
union es especifica a nucledtidos de guaninas en presencia de un exceso de GDP frio o
GTP. Rheb tiene una actividad GTPasa intrinseca que es detectada por la generacion

de GDP a patrtir de GTP radioactivo (Tabancay et al, 2003).

Yu et al (2005) reportaron la estructura tridimensional de Rheb humano en los
complejos con GDP, GTP y GppNHp [5’-(B,yimida) trifosfato] (ver figura 4), lo cual reveld
caracteristicas estructurales nuevas de Rheb y proporciona bases moleculares para
conocer sus distintas propiedades. Ahora se sabe que durante el ciclo GTP/GDP, el
interruptor | de Rheb sufre cambios conformacionales; mientras que, el interruptor Il
mantiene una conformacion estable, inusualmente extendida, que difiere
significativamente de la conformacion a-hélice que existe en otras GTPasas. La Unica
conformacién del interruptor Il resulta de un desplazamiento de la GIn®* (equivalente a

la GIn®* catalitica de Ras), haciéndolo incapaz de participar en la hidrélisis de GTP y de
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tal manera que se justifica la actividad GTPasa intrinseca baja de Rheb. Este rearreglo

crea un espacio para el acomodamiento de la Arg™®, evitando el contacto con el residuo
catalitico, esto explica por que no esta involucrado en la hidrolisis de GTP. A diferencia
de Ras, el motivo del fosfato de GTP en Rheb es protegido por la Tyr*® conservada del
interruptor | que guia al cierre del sitio de union de GTP, lo cual parece prohibir la
insercion de un dedo de arginina potencial de la proteina activadora GTPasa. Con los
resultados genéticos, bioquimicos, bioldgicos y junto con los datos estructurales se
propone que Rheb utiliza un nuevo mecanismo de hidrélisis que utiliza la Asn*®** del
dominio de la proteina activadora GTPasa TSC 2 en lugar de la GIn®* de Rheb como

residuo catalitico.

p P
-'i |y _1 'd *
= T Switeh |
— ‘-'."I:'HH -

nd -

Figura 4. Modelo de la estructura de RHEB. a: Estructura completa del complejo RHEB-
GppNHp. Los elementos de la estructura secundaria de RHEB son llamados igual a los de Ras
humano, excepto a la a-hélice2 que es reemplazada por una 3i,-hélice corta (nl). Los
interruptores | y Il estan coloreados en verde y el asa P esta en azul. La unién de GppNHp es
mostrada como un modelo de bolas y barras, el ibn Mg2+ como una esfera cian, y las dos
moléculas de agua conservadas como esferas rojas. b: La comparacion de RHEB con otras Ras
muestra las diferencias conformacionales en las regiones del interruptor | y Il. El complejo RHEB-
GppNHp se muestra en verde, el complejo RHEB-GDP en magenta, el complejo Ras- GppNHp
en rojo, y el complejo Ras-GDP en oro. El asa P es coloreado en azul. (Figura tomada de Yu et
al, 2005).
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2c. Propiedades funcionales de la proteina Rheb
= Mutantes de Rheb dominantes
Clark et al (1997), Mach et al (2000) y Tabancay et al (2003) construyeron

mutantes para caracterizar las funciones de Rheb, a partir de las mutantes conocidas
para Ras que la convierten en su forma activa constitutivamente o mutantes dominantes
negativas. Se introdujo una mutacion Q61L en Rheb, la cual no generd una proteina
Rheb activa constitutivamente (Mach et al, 2000; Clark et al, 1997; Tabancay et al,
2003). Para identificar mutantes dominantes negativas se hizo un rastreo al azar de una
biblioteca de mutantes de Rheb generada por mutagénesis con PCR (Tabancay et al,
2003). El rastreo se baso en el hallazgo de que la inhibicion de la sefializacién de Rheb
conduce al arresto del crecimiento y la induccion del gen fnx 1 (Mach et al, 2000;
Tabancay et al, 2003). Asi, se disefid una cepa conteniendo como reportero al gen
LacZ bajo el control del promotor de fnx 1. La biblioteca de mutantes SpRheb fue
expresada en esta cepa. Mdltiples ciclos de rastreos cubrieron 25,000 transformantes
que condujeron a la identificacion de la mutacién D60V. Para ver la potencia del efecto
de la dominante negativa se sustituyé D60 por todos los aminoacidos posibles; se
identificaron dos mutaciones D60K y D60Il. La expresiéon de estas mutantes en S.

pombe guiaron a la acumulacion de células en la fase Go/G; (Tabancay et al, 2003).

Para discernir el mecanismo del efecto del dominante negativo, las proteinas
mutantes fueron purificadas y se analizaron sus propiedades bioquimicas. Todas las
mutantes dominantes negativas, D60K, D60l y D60V, perdieron la habilidad para unir

GTP (Tabancay et al, 2003).
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» El complejo Tcs1/Tsc2 actia como una proteina activadora GTPasa de Rheb

El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es una enfermedad autosOmica
dominante con una prevalencia de 1 en 6000-10 000 nacimientos, y se caracteriza por
el desarrollo de hamartomas, las cuales son crecimientos semejantes a tumores
encontrados en una variedad de tejidos y 6rganos En la década pasada, se
desarrollaron progresos considerables en el conocimiento de la genética molecular de
TSC con la identificacion de los dos genes supresores de tumores tscl y tsc2
(Complejo de esclerosis tuberosal y 2) (Kwiatkowski, 2003; Sparagana y Roach, 2000;
Li et al, 2004); mutaciones tanto en tscl como en tsc2 causan la enfermedad. Los
genes tscl y tsc2 codifican para as proteinas TSC1 (130 Da) y TSC2 (200 Da) también
conocidos como hamartina y tuberina, respectivamente, forman un complejo y tienen
funcién conjunta. TSC2 tiene una regién de interaccion con hamartina en su N-terminal.
En el C-terminal, existe un dominio comun a las proteinas activadoras GTPasas de

Ras. Este dominio es llamado GAP (Van Slegtenhorst et al, 1997).

Estudios recientes han establecido que el complejo TSC1/TSC2 funciona como un
GAP para Rheb. Esta actividad GAP de TSC2 se prob6 expresando el complejo
TSCL1/TSC2 en células HEK293. ElI complejo TSC1/TSC2 exhibié una estimulacién
dramatica de la actividad GTPasa de Rheb. La actividad GAP parece requerir ambas
proteinas TSC1y TSC2, ya que solo un incremento pequefio de GTPasa fue observado
con TSC1 o TSC2, por separado. La actividad GAP requiere la proteina TSC2
completa, tanto la region N-terminal como la C-terminal; ya que contienen un dominio
homologo a las GAP, y co-expresado con TSC1 exhiben actividad GAP. En forma
conjunta, se construyeron mutantes R1701Q y R1703Q en TSC2; cuyas mutaciones se

han encontrado en pacientes con TSC, donde se destruye la actividad GAP. Estos
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resultados confirman que el complejo TSC1/TSC2 exhibe una actividad GAP para Rheb

(Inoki et al, 2003).

También se ha observado que la proporciéon de GTP/GDP unido a Rheb en células
de mamiferos es inusualmente alta. Esto se demostr6 por medio de una
inmunoprecipitacion de Rheb en lineas celulares de mamiferos utilizando un anticuerpo
anti-Rheb y examinando la proporcion de GTP/GDP. Se encontr6 que
aproximadamente el 25% de Rheb esta unido GTP, un porcentaje mas alto comparado
con las proteinas Ras y Rap. Sin embargo, el aumento de la expresion de Rheb
aumento la proporcion de GTP/GDP, esto sugiere que la cantidad de GAP esta limitada

o que la actividad GAP del complejo TSC1/TSC2 esta regulada (Im et al, 2002).

= Rheb juega un papel critico en la regulacion del crecimiento celular y progresion
del ciclo celular en S. pombe, Drosophyla melanogaster y células de mamiferos.

Se inhibio la expresion de Rheb colocando el gene bajo el control del promotor nmt
que es represible por la administracion de tiamina. Esto promovié una acumulacion de
células en la fase Go/G; y la inhibicion del crecimiento celular (Mach et al, 2000; Yang et
al, 2001). Las células acumuladas son pequefias y se asemejan a las observadas en la
inanicion de nitrégeno; en donde, las células son pequefias, redondas con un contenido
de ADN 1N (Mach et al, 2000; Yang et al, 2001). La expresion de los genes fnx1 y mei2
es inducida por la inanicion de nitrégeno; la expresion de estos dos genes se probo en
una mutante de Rheb hipersensible a niveles de nitrogeno en el medio, dando como
resultado un incremento en su expresion, igual al que se observé en la inanicion de
nitrogeno, cuando la expresion de Rheb fue inhibida, estos resultados sugieren que

Rheb es importante en la progresion del ciclo celular (Yang et al, 2001).
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Un papel similar de Rheb en el crecimiento celular y progresion del ciclo celular se

observé inhibiendo la expresion de Rheb en una linea celular cultivada de tejido de
Drosophyla S2. La expresiéon de Rheb fue inhibida por el uso de siRNA, donde se
observo una acumulacion dramatica de las células en la fase Go/Gi. El andlisis de
citometria de flujo mostré que las células acumuladas tienen un tamafio pequefio. Por
otro lado, la sobrexpresion de Rheb en células S2 llevan a un aumento significativo de

células en la fase S y un aumento ligero en el tamafo celular (Patel et al, 2003).

Se identificaron mutantes de Rheb en Drosophyla melanogaster en forma
independiente por tres grupos; Patel y colaboradores, en particular, rastrearon
colecciones de mutantes de inserciones del elemento P para identificar genes cuya
sobreexpresion en el intestino posterior causa una alteracion morfolégica en este
organo. Esto llevé a la identificacion de un alelo que se designé AV4 que tiene un
elemento P insertado en la regiébn 5 hacia arriba del gene Rheb en Drosophyla
melanogaster. El uso del conductor GMR-GAL4 habilita la sobrexpresion de Rheb en el
disco imaginal desarrollado, el cual resulta en un aumento dramatico en el tamafio de la
cabeza y ojos en el adulto. La sobrexpresion de Rheb también promueve el crecimiento
en las alas y en las glandulas salivares. En el caso de las alas, la sobrexpresion de
Rheb aumenta su tamafio celular, contandose el nimero de células de las alas por
medio del conteo del nimero de vellos (Patel et al, 2003). Se han generado clones de
moscas que tienen deficiencia en la expresion de Rheb en la cabeza y ojos. Estos
clones tienen cabezas y ojos pequefios. Adicionalmente, se encontréo que Rheb es un

gene esencial y las mutantes de Rheb homocigotos detienen el crecimiento después de
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alcanzar el primer estadio larval (Patel et al, 2003; Saucedo et al, 2003; Stocker et al,

2003).

* Rheb es un componente de la sefalizacion de insulina/TOR/S6K
La insulina es la hormona conocida mas potente, promueve la sintesis y el

almacenaje de carbohidratos, lipidos y proteinas; inhibe la degradacion de éstos y
posteriormente los libera en la circulacion. A nivel celular, la accién de la insulina es
caracterizada por diversos efectos: cambios en el trafico de vesiculas, estimula
proteinas cinasas y fosfatasas, promueve el crecimiento y diferenciacion celular, y la
activacion o represion de la trascripcion (Saltiel y Pessin, 2002), sugiriendo que los
efectos individuales de la hormona requiere de sefalizacibn multiple. Por otro lado,
TOR (por sus siglas en inglés, target of rapamycin) es un elemento central en la via de
sefalizacion involucrada en el control del crecimiento y proliferacion celular en todos los
organismos que expresan la proteina, la funcion de TOR es controlada por la
disponibilidad de nutrientes, lo cual asegura la sintesis de la proteina que es reprimida
cuando los precursores de los aminoacidos son insuficientes. En organismos simples, la
disponibilidad de nutrientes parecer ser el factor principal para la actividad de TOR. En
metazoos, TOR integra sefiales que se originan de los precursores de aminoacidos, de
la energia celular, y de los receptores de varias hormonas y factores de crecimiento
(Harris y Lawrence Jr., 2003). Por lo que Patel y colaboradores, consideraron la
posibilidad de que dRheb (homdlogo de Rheb en Drosofila melanogaster) debe de tocar
la via de sefalizacion de insulina y TOR, encontraron que mutantes de Rheb
heterocigotos exhiben hipersensibilidad a rapamicina, un inhibidor de TOR; donde el
tiempo de eclosién se retrasé en la mutante Rheb comparado con el tipo silvestre por la

administracion de rapamicina (Patel et al, 2003). El crecimiento y el fenotipo del ciclo
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celular al sobreexpresarse Rheb es similar a los causados por la hiperactivacién de la

sefalizacion de insulina/fosfatidilinositol-3-OH cinasa (PI(3)K); por lo que probaron el
lipido PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromome ten) que
antagonisa la funcién cinasa de (PI(3)K) y suprime el crecimiento cuando es
sobreexpresada. La coexpresion de Rheb suprimid la inhibicion de crecimiento mediado
por PTEN en el ojo adulto. De forma similar, la expresiéon de Rheb suprimi6 la inhibicion
de crecimiento observado cuando TSC1 y TSC2 se sobreexpresaron (Saucedo et al,
2003; Stocker et al, 2003). Moscas homocigoticas para un alelo nulo de TSC1, no
sobrevivieron mas alla del segundo estadio larvar. La letalidad de moscas nulas para
TSC1 fue rescatada parcialmente cuando Rheb es heterocigoto (Zhang et al, 2003). La
habilidad de Rheb para inducir crecimiento celular se probé en ausencia de TOR. La
pérdida de TOR caus0 una reduccion marcada en el tamafio celular y un aumento en la
poblacion de células en G;. El efecto de la sobreexpresion de Rheb fue atenuado
parcialmente por una mutacion en S6K. La reduccion de la actividad de S6K se
observd, en extractos de larvas de mutantes de Rheb, mientras que la expresion de
Rheb resulté en un aumento en la actividad de S6K (Saucedo et al, 2003; Stocker et al,

2003).

En células de mamiferos también se ha investigado la participacion de Rheb en la
via de sefalizacion insulina/TOR/S6K. La transfeccion transitoria de Rhebl o Rheb2 en
células HEK293 resulté en un incremento de la fosforilacion de S6K (Tabancay et al
2003; Tee et al, 2003; Inoki et al, 2003; Castro et al, 2003, Garami et al, 2003). Se
investigd la sefalizacion mediada por PI3K, se coexpres6 Rheb y Akt, un blanco

corriente abajo de PI3k, en células HEK293E y se hizo un ensayo de actividad cinasa,

18




CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN ARN MENSAJERO QUE CODIFICA A UNA
PROTEINA RHEB-LIKE

donde Rheb no estimul6 la fosforilacion de Akt. La sobreexpresiéon de Rheb quizas

promueve la sefalizacion de mTOR a través de una via de sefializacidén regulada por
nutrientes, por lo que se investigd, si Rheb promueve la activacion de S6K1 en
ausencia de aminoacidos. El incremento de la actividad de S6K por la expresion
transitoria de Rheb fue inhibida por la adicién de rapamicina, pero no por la adicion de
wortmannin, un inhibidor de P13K (Patel et al, 2003; Saucedo et al, 2003; Stocker et al,

2003).

» Importancia de Rheb en enfermedades genéticas y cancer
El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es un sindrome del gen supresor de

tumor con un amplio espectro de manifestaciones clinicas, muchos de los cuales, estan
relacionados a la edad. Frecuentemente se manifiestan a edad temprana con atagues
epilépticos infantiles y tabulos corticales cerebrales, y algunos pacientes presentan
retraso mental y autismo. Otras lesiones en el cerebro incluyen nodulos
subependimarios, astrocitomas de células gigantes subependimarias (SEGAS) y
hamartomas retinianos. Algunos pacientes frecuentemente desarrollan lesiones en la
piel, incluyendo angiofibromas faciales, maculas hipomelénicas, fiboromas ungueales y
parches lijosos. En el rifidn se desarrollan frecuentemente angiomiolipomas benignos y
quistes; las angiomiolipomas malignas y carcinomas renales son menos comunes. Las
lesiones cerebrales y renales causan la mas alta morbilidad y mortalidad entre

pacientes con TSC (Astrinidis y Henske, 2005).

El conocimiento de que Rheb sirve como blanco de la actividad GAP de
TSC1/TSC2 puntualiza la importancia de Rheb en la patogénesis de esta enfermedad

genética; esto se encuentra soportado por la activacién constitutiva de S6K que es
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detectado en MEFs (células de fibroblastos embrionarios de raton) nulas de TSC

(kwiatkowski et al, 2002; Zhang et al, 2003).

La identificacion de Rheb y TOR como blancos hacia abajo del complejo
TSC1/TSC2, no solo proporciona la comprension dentro de los mecanismos
moleculares de estos supresores de tumores, sino que también sugiere drogas nuevas
para la intervencion terapeutica para el sindrome de TSC. Como blanco directo del
complejo TSC1/TSC2, Rheb proporcionaria una droga mas especifica contra TSC. Esta
posibilidad es atractiva ya que Rheb requiere farnesilacion para su localizacion y

actividad.
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En el laboratorio de Neurobiologia Molecular y Neuroquimica de adicciones del
Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramoén de la Fuente Mufiiz”, sitio en el que se realizo
el presente trabajo de tesis de licenciatura, se desarrolld6 un proyecto de investigacion
orientado hacia la identificacion, aislamiento y caracterizacion molecular del precursor o
precursores de las endomorfinas (EMs), asi como también de nuevas moléculas
neuroactivas, basado en tecnologias inmunomoleculares de identificacion y clonacion
de ARN mensajeros. La endomorfina 1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,, EM-1) y endomorfina 2
(Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,, EM-2) son dos péptidos aislados del cerebro de bovino (Zadina
et al, 1997) y posteriormente del cerebro de humano, tienen la mas alta afinidad y
selectividad de reconocimiento por el receptor opioide y (MOP-R) (Zadina et al, 1997).
EM-1 y EM-2 tienen una potente actividad antinoceptiva en una variedad de modelos
animales de dolor agudo, neuropatico y alodinico. Estudios en ratones han mostrado
que la administracion intracerebroventricular de EM-1 y EM-2, producen una potente
antinocicepcion con similar potencia a la morfina (Coventry et al, 2001; Yamaguchi et al,

1998).

Para desarrollar el objetivo general del proyecto sobre la identificacion del
precursor o precursores de las EMs se requirid generar previamente dos anticuerpos
policlonales de conejo con alta especificidad y selectividad de reconocimiento
inmunoldgico por las secuencias sintéticas de las EMs, denominados C-14 y C-16. Se
desarrollaron ensayos para evaluar y validar su especificidad inmunolégica, y su
capacidad para identificar material inmunoreactivo a las EMs en material proteico de

alta masa molecular.
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Sin embargo, durante el estudio del rastreo inmunoldgico dirigido a la identificacion

y clonacion del precursor o precursores de las EMs anteriormente mencionadas, se
identific6 de manera inesperada un clon de ADNc como un falso inmunopositivo. El
analisis inicial de la homologia estructural de la secuencia nucleotidica de este ADNc
arroj6 como resultado una identidad con ARNm’s de la familia de Ras-Homolog
Enriched in Brain (RHEB) del organismo Mus musculus (raton). De acuerdo a este
marco del hallazgo experimental inesperado, fue necesario replantear y dirigir estudios
iniciales de homologia estructural para identificar secuencias consenso dentro de esta
secuencia, las cudles, al estar presentes en proteinas ya caracterizadas podriamos
sugerir funciones bioldgicas de nuestra secuencia de ADNc que transcribe para un

ARNmM.
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IV. OBJETIVO GENERAL:
= El objetivo de este trabajo es analizar in silico la estructura primaria del ADNc

clonado en nuestro laboratorio, asi como su expresion en el Sistema Nervioso

Central del roedor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
= Aislar y amplificar el clon que contiene el inserto de ADNc.

= Caracterizar la longitud molecular del ADNc clonado mediante un analisis

electroforético en geles de agarosa.

= Caracterizar molecularmente la estructura primaria de nucleotidos del ADNc
clonado mediante la metodologia de secuenciacion nucleotidica automatizada por

electroforesis capilar.

= Determinar la homologia e identidad estructural in silico de la secuencia
nucleotidica y proteica que codifica para el ADNc por medio de analisis
comparativos estructurales en el programa Blast Nucleotide y Blast Protein en la

base de datos del GenBank.

= Caracterizar la expresion anatdmica del ARNm de Rheb-like en el Sistema

Nervioso Central del roedor mediante estudios de RT-PCR.

= Identificar areas neurales candidatas en el Sistema Nervioso Central del
roedor que expresen el gen de Rheb-like en condiciones fisiologicas “basales”

para iniciar estudios de caracterizacion funcional de la proteina Rheb-like.
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= Determinar si la expresion neural de este ARNm es regulada por la induccion

de estimulos especificos en el Sistema Nervioso Central del raton.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Rastreo inmunolégico a partir de un banco de expresion ADNc del cerebro
total de raton adulto

Se empled6 una biblioteca de expresion de ADNc de cerebro total de ratén adulto
(Mus musculus) de Strategene, Cat. 937319, el cual tiene un porcentaje alto (arriba del
80%) de los ADNc clonados orientacionalmente, con un tamafo promedio de 1.8 pb en
el sistema plasmidico pBlueScript SK (+/-) subclonado a su vez, en el sistema del vector
del fago lambda Uni-ZAP XR. El vector Uni-ZAP XR puede ser rastreado con sondas de
ADN o de anticuerpos y permite la excisién in vivo del fagemido pBluescript®
permitiendo que el inserto sea caracterizado en un sistema plasmidico. El sitio mdltiple
de clonacién (MCS) del fagemido esta flanqueado por los promotores T3y T7 y una
seleccién de 6 sitios iniciadores diferentes para la secuenciacion de ADN, como se

observa en la figura 6.
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Figura 5. Mapa del vector pBluescript® SK-. El mapa del vector pBluescrpt muestra los sitios
de replicacién f1 y pUC; asi como el gen de resistencia a ampicilina. En la parte de abajo se
muestra el sitio de clonacién mudultiple (MCS) que se encuentra flanqueado por los sitios
promotores T3 y T7, la secuencia del ADNc esta insertada con el marco de lectura en forma
correcta cerca del sitio del promotor lac de bacteria para encontrar de forma inmediata marcos
de lectura abiertos de traduccién correctos, la secuencia mostrada abarca los nucleétidos 601 al
826.

1. Recuperacién de bacterias a partir del respaldo y crecimiento de bacterias para
propagar el fago

Las bacterias hospederas fueron recuperadas a partir de un respaldo en glicerol a
—70°C.Se recuperaron las bacterias XL1-Blue MRF’ tomando un raspado del respaldo
con una asa estéril. Este raspado se inoculé en una caja Petri con medio LB y

tetraciclina (5 mg/ml). Se incubo toda la noche a 37°C.

Para amplificar el fago se inocul6é una sola colonia del cultivo fresco anterior en 50

ml de medio LB suplementado con 0.2% (p/v) de maltosa y MgSO, 10 mM, se dejo
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crecer toda la noche a 30°C con agitacion vigorosa. El cultivo se centrifugo a 4000 rpm

por 10 minutos, se descarté el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente en 10

ml de MgS0O,4 10 mM.

2. Titulacién del Fago de ayuda (Helper)

Se transfiri6 una colonia de XL1-Blue MRF’' a medio LB en un tubo cénico de 50
ml. Se incubd con agitacién a 37°C hasta alcanzar un crecimiento de ODgy de 1.0.
Posteriormente se diluy6 el fago ExAssist® de interferencia-resistencia (diluciones 1:10 -
1:10 000) en una solucién amortiguadora SM [100 mM NaCl, 10 mM MgSQO, - 7H,0, 50
mM Tris-HCI (pH 7.5)] y se mezclé con 1 ul de cada dilucion en 200 pl del cultivo
anterior (XL1-Blue MRF’ a ODggo de 1.0). Se incubé el fago de ayuda y la cepa XL1-
Blue MRF’ por 15 minutos a 37°C para que se llevara a cabo la infeccion. Se
adicionaron 3 ml de agar suave NZY (NaCl 5g, MgSO, 29, extracto de levadura 5g, NZ
amina 10g) y se vertiéo inmediatamente en las cajas Petri con agar NZY. Se invirtieron
las cajas y se incubaron durante toda la noche a 37°C. De la dilucion 1:1000, se

obtuvieron 939 placas liticas.

Para determinar el titulo [en unidades formadoras de placas liticas por caja por

mililitro (pfu/ml)] se uso la siguiente férmula, con el resultado de la dilucién 1:1000.

NUmero de placas (pfu) x factor de dilucion . 1000 yy
Volumen sembrado ml

Donde el volumen sembrado (en microlitros) se refiere al volumen del fago de ayuda

adicionada a las bacterias.
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Sustituyendo:

999>A000 1, 10004/ ~0939x10° 4
1ﬂ| ml ' ml

3. Titulaciéon de la biblioteca

Se propago0 la cepa XL1-Blue MRF’ en una caja Petri con medio LB vy tetraciclina
frescos. Se incub6 durante toda la noche a 37°C. A partir de una sola colonia
hospedadora XL1-Blue MRF’ del cultivo anterior se inoculé 50 ml de medio LB en un
matraz estéril. Se incubd con agitacion a 37°C por 6 horas. El cultivo se centrifugd a
4000 rpm por 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio
cuidadosamente la pastilla formada en 10 ml de MgSO, 10 mM estéril. Posteriormente

se diluyeron las bacterias XL1-Blue MRF’ a una ODggo de 0.5 con MgSO4 10 mM estéril.

Para determinar el titulo de la biblioteca se mezclaron los siguientes componentes:
1 ul de las diluciones de la biblioteca (1:10 000, 1:100 000 y 1:1000 000), 200 pl de
bacterias XL1-Blue MRF a una ODgoo de 0.5. Se incubd la mezcla a 37°C por 15
minutos para que se llevara a cabo la infeccion. Para observar la formacion de placas
liticas, se adicionaron los siguientes componentes: 3 ml de agar suave NZY (fundido y
enfriado a ~48°C), 15 ul de IPTG 0.5M (en agua) y 50 ul de X-gal [250 mg/ml en DMF).
La mezcla se vertid6 sobre cajas de Petri con agar NZY, se dej6 solidificar por 10
minutos, las placas invertidas se incubaron a 37°C por 6-8 horas o hasta la aparicion de

placas liticas visibles. Se contaron las placas liticas.
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4. Recuperacion de placas liticas

Se combiné el equivalente de 5x10* pfu/placa y 600 ul de cultivo fresco de
bacterias XL1-Blue MRF a una ODgy de 0.5. Se incubd a 37°C por 15 minutos para
que se llevara a cabo la infeccion. Posteriormente se adiciond 6.5 ml de agar suave
NZY (a ~48°C) a la mezcla de bacterias y fago. Se sembro el cultivo en una caja Petri
con agar NZY. Dando una agitacion suave a la caja para que las bacterias se
distribuyeran homogéneamente. Se invirtieron las placas y se incubaron a 37°C por 8

horas.

Posteriormente se enfriaron las placas a 4°C por 2 horas para evitar que el agar

suave se pegara a la membrana de nitrocelulosa para el siguiente paso.

Se colocé una membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot® Transfer Médium 0.2 pm,
BIORAD Cat. 162-0150) dentro de cada caja de agar NZY por 2 minutos para transferir

las particulas del fago a la membrana.

Se desnaturalizé el ADN unido a la membrana sumergiéndola en una solucién de
NaCl 1.5 M y una solucion de desnaturalizacion NaOH 0.5 M por 2 minutos. Se
neutralizé la membrana de nitrocelulosa sumergiéndola en una solucion NaCl 1.5 M y
una solucion de neutralizacién Tris-HCI 0.5 mM (pH 8.0.) por 5 minutos. Se lavo la
membrana de nitrocelulosa sumergiéndola en una solucion Tris-HCI 0.2 M (pH 7.5) y
una solucién amortiguadora 2x SSC (175 g de NaCl, 88. g de citrato de sodio a pH 7.0)
por 30 segundos. Se secO brevemente a la membrana con papel filtro. Se almacenaron

las cajas con los cultivos originales de la transferencia a 4°C para su rastreo posterior.
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5. Rastreo inmunoldgico

Se colocdé una membrana de nitrocelulosa tratada y numerada (ver 5.1) sobre una
caja con cultivo bacteriano para permitir la transferencia del material proteico
bacteriano, incubando por 3.5 horas a 37°C. Se marcé la orientacion de las membranas
de nitrocelulosa haciendo un orificio con una aguja en varios sitios. Después del tiempo
de incubacion se retiraron las membranas para llevar a cabo el rastreo inmunoldgico.
Se coloc6 una segunda membrana de nitrocelulosa hUmeda y marcada previamente en

la caja con LB-agar, para llevar a cabo un duplicado.

Las membranas con el material proteico bacteriano se expusieron a una atmésfera de
cloroformo saturada por 10 minutos. Se transfirieron las membranas en papel filtro para

secar el resto de humedad de cloroformo.

Se sumergieron las membranas de nitrocelulosa en una solucion amortiguadora de

lisozima y se incubaron a temperatura ambiente con agitacion moderada por 1 hora.

Se removio los restos de bacterias frotando suavemente la membrana sumergida

en la solucién de lisozima.

Se lavaron las membranas dos veces cada 10 minutos en TBST [Tris-HCI 20 mM (pH
7.5), NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% (v/v)]. Se sumergieron las membranas en una
solucién blogueadora de TBS con 1% de albumina sérica bovina y se incubaron a

temperatura ambiente con agitaciéon moderada por 1 hora.

Las membranas se incubaron por dos horas en una solucién de TBS (Tris-HCI 20
mM (pH 7.5), NaCl 150 mM) con los anticuerpos C-14 contra EM-1 y C-16 contra EM-2
(1:20 en TBST), cada uno por separado y por duplicado. Se lavaron las membranas

cinco veces cada 5 minutos en 8 ml/membrana de TBST para remover residuos de los
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anticuerpos. Se transfirieron las membranas en 8 ml/membrana de soluciéon TBST

conteniendo el anticuerpo anti-IgG (Amersham) de conejo marcado radiactivamente con
1*2° (1:250) y se incubaron a temperatura ambiente con agitacién moderada por 2 horas.
Se lavaron las membranas cinco veces cada 5 minutos en 8 ml/membrana de TBST
para remover residuos del anti-lgG marcado con I*?°. Se removi6 el resto de Tween 20
dando un lavado final en 8 ml/membrana de TBS. El revelado de las membranas se
realizd exponiéndolas a peliculas X-O-MAT (Kodak) por 7 dias y revelado con D-19

Developer (Kodak). La evidencia de material inmunoreactivo a las endomorfinas se

localizo por la presencia de puntos oscuros.

6. Recuperacion de material inmunoreactivo
La recuperacion de material inmunoreactivo se llevd a cabo a través de la

confrontacion de la membrana de nitrocelulosa con su correspondiente caja de cultivo
original, extrayendo el cultivo bacteriano con una pipeta pasteur. Posteriormente, se

disolvié en 1 ml de SM, MgSO,4 10 mM con 1000 pl de cloroformo y se guardo a 4°C.

7. Amplificacién del material inmunopositivo
Se inocul6 una colonia bacteriana de la cepa XL1-Blue MRF’' en 50 ml de medio

LB a 30°C con agitacion durante toda la noche. Se centrifugé el cultivo a 4000 rpm por
5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla formada en 25 ml
de MgSO,; 10 mM midiéndose la ODegyp de esta suspension de bacterias vy
posteriormente se diluyé a una ODgyp de 0.5 en MgSO, 10 mM. Se combinaron
diluciones de 1:5 de la suspensiéon del fago que originé una placa inmunopositiva con

600 pl de la suspension de bacterias XL1-Blue MRF’' a una ODggo de 0.5 en tubos de
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polipropileno Falcon® 2059. Se incubaron los tubos por 15 minutos a 37°C para que se
llevara a cabo la infeccion. Posteriormente, se mezclé 6.5 ml de agar suave NZY con
cada una de las soluciones de bacterias infectadas y se expandio uniformemente dentro
de cajas Petri con agar NZY fresco. Se invirtieron las cajas y se incubaron a 37°C por 8
horas. Por ultimo se cubrieron las cajas con 8 ml de solucion amortiguadora SM. Se
almacenaron las cajas a 4°C durante toda la noche para que el fago se esparciera en la

solucién amortiguadora SM.

Se recupero la suspension del bacteriofago de cada caja y se juntaron en un tubo
de polipropileno estéril. Se lavaron las cajas con 2 ml adicionales de solucién
amortiguadora SM y se juntaron todos los lavados. Se adicion6é cloroformo a una
concentracion final de 5% (v/v). Se mezclé y se incub6 por 15 minutos a temperatura
ambiente. Se removid el resto de bacterias por centrifugacion a 3000 rpm por 10
minutos, recuperandose el sobrenadante y se transfirié a un tubo de poliproleno estéril y

se adicion6 cloroformo a una concentracion final de 0.3% (v/v) y se almacené a 4°C.

8. Escisién in vivo
El siguiente procedimiento se hizo para separar el plasmido pBluescript del vector

Uni-ZAP XR.

Se tomé una alicuota de la disolucion del fago obtenido en el procedimiento
anterior (punto 7) para transformar una disolucion de bacterias E. coli de la cepa SOLR,

a una ODggo de 1.0 en MgSO,4 10 mM, por el método que describe a continuacion:

En un tubo de polipropileno se mezclaron 200 ul de la suspension de bacterias XL1-

Blue MRF’ a una ODggo de 1.0, 250 ul de la solucion de fago y 1 ul del fago de ayuda
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ExAssist (fago helper). La mezcla se incubdé a 37°C por 15 minutos para que el fago

infectara a las bacterias. Se adicion6 3 ml de medio LB y se incubé a 37°C con
agitacion por 3 horas. Posteriormente se calento el tubo a 65°C por 20 minutos para la
lisis de las bacterias. Se centrifugd a 4000 rpm por 15 minutos. Se decantd el
sobrenadante dentro un tubo de polipropileno estéril. Este sobrenadante contiene el

plasmido pBluescript que se guardo a 4°C para su empleo posterior.

9. Transformacion de células competentes
Para amplificar el pladsmido pBluescript con los insertos de ADNc se utilizé

bacterias E. coli de la cepa SOLR, la cual se propag6 en una caja Petri con medio LB
fresco se incubd toda la noche a 37°C. A partir de ~10 colonias del cultivo anterior se
inocul6 50 ml de medio LB y se dejé crecer hasta alcanzar una OD. de 1.0 a 600 nm. El
cultivo se dejo 10 minutos en hielo y posteriormente se centrifugaron las células por 10
minutos a 4000 rpm a 4°C y se resuspendieron en 5 ml de CaCl, 0.1 M frio. Las células
se mantuvieron en hielo por 30 minutos y nuevamente se centrifugaron por 10 minutos
a 4000 rpm a 4°C. Las células de resuspendieron en 2.0 ml de CaCl,. Se alicuotaron
200 pl en tubos de 2.0 ml. Se afadieron ~50 ng del ADN plasmidico pBluescript de
interés, se incub6 en hielo por 30 minutos y después se sometieron a un choque
térmico a 42°C por 90 segundos inmediatamente se transfirieron en hielo por 2 minutos.
Posteriormente se afladié a cada tubo 800 ul de medio LB en condiciones de esterilidad
y se incub6 a 37°C por 45 minutos. Se plaguearon 200 pul de la mezcla de
transformacion en cajas Petri con medio LB-amp y se mantuvieron en incubacion a

37°C hasta obtener colonias transformantes (modificado de Sambrook et al, 2002)
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B. Purificacion del plasmido

El plasmido pBluescript fue extraido de las bacterias por el método de lisis alcalina
descrito por Bimboim-Doly (1979), seguido por la separacién del ADN plasmidico
mediante su union a una columna de resina de intercambio i6nico QIAGEN [QIAGEN
Plasmid Mini Kit (100), Cat.12125]. Una noche antes las bacterias transformadas se
sembraron en 5 ml de medio liquido LB-amp. Las bacterias se recuperaron por
centrifugacion durante 4 minutos a 4,000 rpm y se sigui6é el protocolo de acuerdo al

proveedor.

C. Anélisis de restriccion enzimética
Para conocer el tamafo del inserto del ADNc en el plasmido se realizé un analisis

de restriccion utilizando las enzimas Xho | y Xba | proporcionados por Gibco BRL (Cat.
15231-012 y Cat.15226-012, respectivamente), las restricciones se llevaron a cabo a
37°C durante 3 horas en un volumen total de 20 pl cada una, se emple6 el amortiguador
REACT 2, cat. Y92500 [50 mM de Tris-Hcl (pH 8.0), 10 mM de MgCl,, y 50 mM de
NaCl]. Los productos de las reacciones se analizaron separando los fragmentos
mediante electroforesis en geles de agarosa (Gibco BRL®) al 1% visualizados en un

analizador de imagenes Image Station (Kodak 440-CF).

Todas las electroforesis se llevaron a cabo en la solucion amortiguadora TAE 1X
(Tris-acetato) en geles de agarosa al 1% se tifiieron con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio.
La electroforesis se corrio a 90V por 1 hora y se cargd en cada pozo 15 pl totales y 10
ul de marcador de peso molecular (1 kb Invitrogen, Cat. 10381-010) como se muestra

en la tabla 1.
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Tabla 1. Volumen de carga de la muestra de restriccion enzimatica en el gel de agarosa para
la electroforesis

Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4 Pozo 5 Pozo 6
Plasmido MW Plasmido Plasmido MW Plasmido
sin cortar con Xho!l con Xba | con Xho
I/Xba |
ADN 2.0 ul 3.0 ul 10 10 ul 3.0l 10 pl
SB5X: Sol. de 3.0 pl 2.0 ul 3.0 ul 3.0u 20l 3.0ul
carga de la
muestra
Agua milliQ 10.0 ul 5.0 yl 2.0 pl 2.0 ul 5.0 ul 2.0l

Volumen total 15.0 ul 10.0 ul 15.0 ul 15.0 ul 10.0 ul 15.0 pl

D. AMPLIFICACION POR PCR
Con el objetivo de comprobar que el ADNc clonado contiene un solo inserto se

llevd a cabo una amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimera)
empleando como oligonucledtidos iniciadores secuencias complementarias a los sitios
promotores consenso de la ARN polimerasa el iniciador “forward” T3 (5'-
TAACCCTCACTAAAGGGA-3) (Gibco BRL, Cat. 18417-014) (Promoter Sequencing
Primer, Gibco BRL®, 5 ug/ml. Cat. 18417-014) y el iniciador “reverse” T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3") (Promotor Sequencing Primer, Gibco BRL®, Cat.
18416-016) del vector, en un termociclador MastercyclerGradient (Eppendorf). Para la
reaccion de amplificacion se usaron las concentraciones sefialadas en la tabla 2, el kit

utilizado para la PCR fue de Promega, Cat. M8291.
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Tabla 2. Concentraciones en el tubo de reaccion de PCR.

REACCION CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL

HOmilliQ e 8.6 pl
MgCl, 25 mM 1.5mM 1.2 ul
Buffer PCR 5X GoTaq 1X 4.0 ul
Flexi
dNTP’s Mix 2.5 mM 0.25 mM 2.0 pl
New England BiolLabs,
Cat. N0446S
Primer T7 (5pg/ml) 1uM 1.0l
Primer T3 (5ug/ml) 1uM 1.0 ul
GoTaq 5 U/ul 1.0U 0.2 pl
DNA plasmidico 100 ng 2.0 ul
Vol. total 20.0 pl 20.0 pl

Las condiciones de amplificacion se estandarizaron de acuerdo a la temperatura

de alineamiento de los iniciadores, el programa que se utilizd6 se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Programa de amplificacion.

Temperatura °C Tiempo No. ciclos
Primer ciclo 96 1 minuto 1
Desnaturalizacion 96 30 segundos
Alineamiento 49 30 segundos 25
Extension 65 5 minutos
Ultimo ciclo 72 7 minutos 1

Se cargo en cada pozo 10 ul totales como se sefiala en la tabla 4.
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Tabla 4. Volumen de la carga de la muestra del
producto de PCR en el gel de agarosa.

Pozo 1 Pozo 2

MW (1 kb Producto de
DNA Ladder) PCR

ADN 3.0 ul 4.0 l
SB5X 2.0 ul 2.0 ul
Agua milliQ 5.0 ul 4.0 ul
Volumen total 10.0 pl 10.0 pl

E. Secuenciacion de ADN por el método de incorporacion terminal de
nucleétidos marcados con fluorescencia

Con el objetivo central de conocer la secuencia de nucleétidos del inserto de ADNc

clonado se llevé a cabo un analisis de secuenciacion.

En la secuenciacion automatizada se corre una sola reaccidon con los cuatro
didesoxinucledsido trifosfato que contienen un marcador fluorescente diferente. Cuando
se excitan por un laser de argén, cada uno de los marcadores fluorescentes emite una
luz en una longitud de onda diferente. La luz resultante emitida es detectada por un
fotomultiplicador; la cual es almacenada en una computadora que colecta y analiza los
datos, como se muestra en la figura 7 (Willlams et al, 2001). Los secuenciadores
automaticos estan divididos en dos grupos: en el primer grupo se encuentran los que
usan geles de poliacrilamida convencional para separar los productos de secuenciacion
y en el segundo grupo los que usan el sistema de capilaridad, desarrollado
recientemente. En los secuenciadores de sistemas basados en gel de poliacrilamida,
similar al utilizado en la secuenciacibn manual, separan los fragmentos de ADN
marcado con fluorescencia por electroforesis a través de su desnaturalizaciéon en el gel

de poliacrilamida. La longitud de los geles varian de 12 a 60 cm aproximadamente y el
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namero de bases secuenciado esta en funcion de la longitud del gel y el tiempo

empleado en la electroforesis (Grahm, 2001). Los secuenciadores basados en el
sistema de capilaridad utilizan un arreglo o un solo capilar llenados con poliacrilamida o
polimeros desarrollados especialmente, donde se lleva a cabo la electroforesis. Este

altimo método se empled en este trabajo, como se describe a continuacion.

Corriente =
B
3 E=
Capilar
- =
=
Detector = Computadora
E=
s - E=
ﬁ + ' E=
Muestra Buffer =
| ,
E= \
Laser =i i
|
i
B Detector
S
C 1ﬂ4‘.‘|I ? T :ﬂl = |I3\:|r.|I I"'ﬁl.'lI E{]at F I44a| : |5.=.-_'.|| z TEOE
' T TG EBGC G TAARTERTGEGGETERTARAGE T'GETTTCLCOCT BTG TGRARTTLT TR-T-CLC
a@ 160 116 128 136

P V'ﬁ Ix-"l :rll n— Y.
0 Nl

Figura 6. Representacion esquematica de un sistema de secuenciacion de ADN basada en
capilar. A) Se ejecuta una sola reaccién de secuenciacién con los cuatro didesoxinucledsidos
terminadores de cadena y el primer (iniciador o cebador). Los productos son mezclados y sujetos
a electroforesis en capilar. La reaccion de secuenciacion es colocada en el recipiente de la
muestra y el amortiguador de electroforesis es colocado en el segundo recipiente, el capilar es
llenado con el polimero, y la corriente es aplicada a través del capilar. B) Las cadenas de ADN
migran a través del capilar, cuando los fragmentos de ADN pasan por el laser se excitan. La luz
emitida es detectada por un fotomultiplicador, el cual se encuentra conectado a una computadora
que colecta y analiza los datos. C) Se muestra un ejemplo de una secuencia obtenida por el
método automatico de secuenciacion, cada pico coloreado representa un nucleétido en la
secuencia de ADN.
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En el estudio inicial de secuenciacion de ambas cadenas de ADN del inserto, se
utilizaron 500 ng de ADN plasmidico, los oligonucleétidos iniciadores T3 “forwad” y T7
“reverse” (Gibco BRL®) complementarios que flanquean al inserto de ADNc en el
vector. Para los estudios subsiguientes de secuenciacion se emplearon oligonucleétidos
internos disefiados a partir de la secuencia parcial del ARNm obtenida en la
secuenciacion inicial con el objetivo de ampliar la region del marco de lectura abierta
(ORF), asi como también las regiones no traducidas 5 y 3’ (UTR). En la tabla 5 se
muestran las secuencias de los oligonucledtidos utilizados. Los oligonucleotidos
iniciadores se disefaron utilizando el programa Vector NTI v5.0, que permite comprobar
la ausencia de formacion de dimeros y horquillas, asi como la obtencién de la

temperatura Optima de alineamiento (Tm) y el porcentaje de pirimidinas (G+C).

Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos iniciadores
complementarios que flanquean al inserto y los internos del
ADNCc clonado a partir de la secuencia parcial obtenida.

OLIGO SECUENCIA
T3 5-TAACCCTCAATAAAGGGA-3
T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3
22A2(1)1 5-AAC CAG GAA CCATGT TAG AT- 3’
22A2(1)2 g ACT TGT AAA TAA AAT AGC TGC A-
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Para la reaccion de marcado de los fragmentos de PCR se utilizdé el kit ABI
PRISM® BigDye™ (Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit Versién 2.0). El
protocolo a seguir fue el recomendado por el manufacturador y se describe en la tabla

6.

Tabla 6. Protocolo de marcaje de los productos de PCR. En
cada caso se utiliza de iniciador T3 o T7 para un volumen total

de 20 pl.
REACCION CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL

Terminator Ready 8.0 ul 8.0 ul
Reaction Mix
DNA plasmidico 200-500 ng 3.5l
Primer T3 (5ug/ml) 3.2 pmol 4.0 ul
Primer T7 (5pg/ml) 3.2 pmol 4.0 pl
H,0 milli Q Ak 4.5 ul
Vol. total 20.0 pl 20.0 pl

El marcado de los fragmentos se llevo a cabo en las siguientes condiciones:

Tabla 7. Programa de marcaje de los productos de PCR.

Temperatura °C Tiempo No. ciclos
Primer ciclo 95 5 minuto 1
Desnaturalizacion 95 10 segundos
Alineamiento 50 5 segundos 25
Extension 60 4 minutos
Ultimo ciclo 60 7 minutos 1

Una vez finalizada la reaccion las muestras se purificaron en columnas de gel

para purificar ADN (CENTRI-SEP Spin Columns, Princeton separations, Cat. CS-901).
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Las columnas se hidrataron previamente por 2 horas con agua milliQ, drenandose

por gravedad (~300 pul) y el exceso de agua es removido por centrifugacion. La reaccion
total de marcado es aplicada en la columna y recuperada por centrifugacién a 2.800
rpm durante 2 minutos. La muestra recuperada fue secada en una bomba de vacio, sin
aplicar calor. Las muestras se resuspendieron en 20 pl de Terminator Ready Reaction.
Los productos marcados y purificados se secuenciaron mediante la incorporaciéon de
nucledtidos fluorescentes terminales basado en el método de secuenciacion
nucleotidica reportado originalmente por Sanger y colaboradores, 1977 y modificado
por Applied Biosystems empleando un secuenciador automatizado de un capilar (310

Genetic Analizer, Applied Biosystems) (figura 8).

F. Analisis de la secuencia obtenida
Para analizar las secuencias de ADN obtenidas se utilizé el programa Bioedit

version 5.0.6. Cada una de las secuencias de nucleétidos obtenidas de las reacciones
de secuenciacion se ensamblé utilizando el programa Bioedit (Biological sequence

alignment editor).

Para obtener la identidad y homologia a nivel de acidos nucleicos del ADNc
clonado, con secuencias reportadas en la base de datos publicos, se utilizaron los
programas Blast Nucleotide y Blast Protein de la base de datos del Gene Bank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

La comparacién y edicion (ensamblaje y transducciéon) de la secuencia de ADNc

se realizé empleando el programa Vector NTI v5.03 (Informax Inc).
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G. Modelo de administracién en roedores

Se utilizaron 24 ratones machos BALB/c de 8-12 semanas de edad con un peso
promedio entre 20-25 g fueron mantenidos a 20-30°C en un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas con libre acceso a alimento y agua. Se formaron 3 grupos de 8 ratones cada

grupo. Los experimentos fueron ejecutados durante el ciclo de luz.

1. Administracién farmacolégica
Los farmacos utilizados fueron pentilentetrazol (Sigma, Poole, UK) y cocaina

comprado a la compaiiia Cerilliant (USA). El pentilentetrazol (PTZ) fue disuelto en agua
destilada en una concentracién de 40 mg/kg y la cocaina fue disuelta en solucién salina
al 9% a una concentracion de 10 mg/kg y utilizando como control solucién salina al 9%.
Los 2 tratamientos (PTZ y cocaina) y el control (SSl) fueron administrados

intraperitonealmente.

Cada grupo experimental se sujetd a un esquema de administracion de una dosis
diaria por 5 dias de pentilentetrazol (40mg/kg), cocaina (10 mg/kg) y el grupo control
recibié la administracién de solucién salina (SSI) por via intraperitoneal. El tiempo de
observacién al administrar PTZ y cocaina fue limitada a 30 minutos. Al recibir la 5° dosis
del farmaco, los sujetos de cada grupo fueron sacrificados por dislocacion cervical 1
hora después y disectandose inmediatamente tejido de regiones neurales y érganos
periféricos, los cuales se muestra en la tabla 8, tanto de los grupos experimentales

como el grupo control.
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Tabla 8. Tejidos disectados para extraccion de ARN
total.

REGIONES ORGANOS
NEURALES PERIFERICOS
Bulbo olfatorio Bazo
Cerebelo Corazon
Corteza Higado
Cuerpo estriado Musculo esquelético
Hipocampo Pancreas
Ojos Pulmén
Talamo-hipotalamo Rifidn
Tallo cerebral Glandulas suprarrenales

2. Extraccion y andlisis de ARN total
A partir de cada uno de los tejidos disectados se extrajo el ARN total utilizando un

reactivo de extraccién de ARN total disponible comercialmente Tri-Pure® lIsolation
Reagent (Roche, Cat. 11-667-165-001). Para realizar la extraccion se pesaron entre 50-
100 mg de tejido tratando de evitar la descongelacion de éste. El tejido fue
homogenizado utilizando un homogenizador Tissumizer SDT-1810 por 60 segundos e
incubando por otros 60 segundos en hielo. EI homogenizado fue transferido a tubo
Eppendorf de 2.0 ml libres de ARNasas, se agregé 1 ml de Tri-Pure® Isolation Reagent
por cada 50-100 mg de tejido y se siguio6 el protocolo de acuerdo al manufacturador. El

ARN total se alicuoto6 y se guardo a —80°C.

El ARN total extraido se analiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa al

1%. La electroforesis se llevd a cabo en la soluciébn amortiguadora TAE 1X a 60V
durante 1 hora. El gel de agarosa al 1% se tifié con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio y se

cargo en cada pozo 10 pl totales como se sefiala en la tabla 9.
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Tabla 9. Volumen de la carga de la muestra de
ARN total en el gel de agarosa.

Pozo 1 Pozos
MW ARN total
Acidos Nucleicos 1.0 ul 2.0 ul
SB 5X 2.0l 2.0 ul
Agua milliQ 7.0 ul 6.0 ul
Volumen total 10.0 pl 10.0 pl

Finalmente se cuantificO el ARN total por espectrofotometria en el aparato
Eppendorf BioPhometer a una densidad Optica de 260 nm y el coeficiente

260nm/280nm.

3. RT-PCR
Se cuantifico y verifico la calidad del ARN total obtenido; el cual fue entre 1.6-1.8

de pureza, para llevar a cabo estos ultimos ensayos de RT-PCR: 2 ug de ARN total fue
utilizado en una reaccion estandar, en la tabla 10 se indican los reactivos y cantidades
utilizadas, la enzima que se uso para la reaccion de RT fue de New England BioLabs (Cat.

M0253S).

Tabla 10. Mezcla del tubo para la reaccion
de transcripcién reversa.

REACCION CANTIDAD
Buffer de reaccion 10X 2.0 pl
M-MuL RT
Random Primer 9 10w

(New England BiolLabs,
Cat. S12545S)

dNTP’s 100 mM Mix 1.0 ul

(New England BioLabs,
Cat. N0446S)

M-MuL RT 1.0 l
ARN total (2 ug) 15.0 ul
Vol. total 20.0 ul
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Se prepararon los 2.0 ug de ARN total en 15 ul de agua libre de ARNasa se
desnaturalizé a 65°C por 10 minutos y se paso a hielo 2 minutos. La mezcla se incubo a
37°C por 60 minutos. Para detener la reaccion se incub6 a 95°C por 5 minutos y se

coloco en hielo.

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utilizaron oligonucleétidos iniciadores
dirigidos a la regiéon 5’'UTR (region 5 no codificante) y a la region ORF (marco de
lectura abierto) de la secuencia de Rheb-like, dando productos de 539 y 452
nucledtidos de longitud; las secuencias de los oligonucle6tidos iniciadores se muestran
en la tabla 11. Se utiliz6 como control la expresion del gen constitutivo G3PDH
(Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Los oligonucleétidos iniciadores se

disefiaron utilizando el programa Vector NTI v5.0.

Tabla 11. Secuencia de los oligonucledtidos iniciadores
utilizados para la amplificaciéon de Rheb-like y el control.

OLIGO SECUENCIA
02(1)S-1 5- GCCACCAAGATGCCTCAGTCCAAG -3

02(1)A-1 5- CCTTGTGAAGCTGCTCCATCAATC -3
02(1)S-2 5- AAAGTTATCCATGGCAAGTTGTTG -3

02(1)A-2 5- GGTGAACTCATTTGGACAGAGTCA -3
G3PDF 5'- ACCACAGTCCATGCCATCAC -3
G3PDR 5'- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’

Para la reaccion de PCR se utilizaron las concentraciones sefaladas en la tabla 12

para ambos juegos de oligonucleotidos iniciadores.
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Tabla 12. Concentraciones del tubo de reacciéon de PCR.

REACCION CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL

HOmilli@ | e 4.7 ul
MgCl, 50 mM 1.5 mM 1.2 ul
Buffer PCR 5X Green GoTaq 1X 4.0 ul
dNTP's Mix 10 mM New (England 0.2 mM 2.0 pl
BioLabs, Cat. N0O446S)

Primer 1 1uM 2.0 pl
Primer 2 1uM 2.0 ul
GoTaq 5 U/ul 05U 0.1yl
cDNA 4.0 ul
Vol. total 20.0 ul 20.0 ul

Las condiciones de amplificacion se estandarizaron de acuerdo a la temperatura

de alineamiento de los iniciadores y el control, el programa que se utilizé6 se muestra en

la tabla 13.
Tabla 13. Programa de amplificacion.
Temperatura °C Tiempo No. ciclos

Primer ciclo 94 3 minuto 1
Desnaturalizacion 94 1 minuto

Alineamiento 55.5 1 minuto 30
Extension 72 1:30 minutos

Ultimo ciclo 72 10 minutos 1

Los productos de las reacciones de PCR se analizaron mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1.5 % a 90V durante 90 minutos. Al gel de agarosa al 1.5% vy el

buffer de electroforesis se les incorpord previamente bromuro de etidio 0.5 ug/ml y se
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cargd en cada pozo 5 pl directos de la reaccion de PCR, en la tabla 14 se sefala la

cantidad de marcador de peso molecular (100 pb Invitrogen, Cat. 10380-012) que se

cargo6 en cada pozo.

Tabla 14. Volumen de la carga de la muestra
del producto de PCR en el gel de agarosa.

Pozo 1 Pozos
MW Producto de
PCR
ADN 1.5 pl 5.0 ul
SB5X 1.0yl i
Agua milliQ 25l i
Volumen total 5.0 ul 5.0 ul
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VI.RESULTADOS Y DISCUSION

5.11dentificacion y clonacion de una colonia bacteriana inmunopositiva a partir
del rastreo inmunolégico

Como resultado del empleo de la técnica de rastreo inmunolégico, que se
implementé en el laboratorio, se detectd, identificO y se aisl6 un clon bacteriano
transformado con la biblioteca de expresion de ADNc de cerebro total de raton. Este
proyecto de tesis se centré en la caracterizacion de este clon bacteriano denominado
2.1 en la figura 8 se muestra la colonia bacteriana transformante inmunopositiva. Este
clon fue purificado y amplificado para los siguientes estudios de caracterizacion

estructural primaria.

|125

Figura 7. Inmuno Blot con el 2° Ab marcado con . Fotografias
representativas de placas autoradiogréficas correspondientes a las
membranas de nitrocelulosa mostrando el resultado del rastreo inmunolégico.
A Se muestra sefal de la colonia de bacterias transformantes inmunopositiva.
B Control de colonias de bacterias transformantes.
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5.2 Aislamiento y caracterizacion parcial de un ADNc

El siguiente paso fue realizar un analisis de restriccion enzimatica para liberar el
inserto del ADNc clonado, utilizando las enzimas Xba | y Xho | el cual dio como
resultado la liberacion de dos insertos, la longitud de los insertos liberados fue de
aproximadamente 1.4 y 0.2 kb (ver figura 8A), respectivamente. En el primer carril del
gel de la figura 8A se observa el plasmido denominado 2.1 con el inserto de ADNc en
su forma nativa. En el carril 3 se observan dos bandas que es resultado de la digestion
enzimatica con Xho [; esto permite deducir que el inserto de ADNCc tiene dos sitios de
corte para esta enzima. En el carril 4 se observa una sola banda utilizando la enzima
Xba I, por lo que el plasmido tiene un sitio Unico para esta enzima y la longitud
molecular corresponde al plasmido y el inserto de ADNc en forma linear de
aproximadamente 5.0 kb. En el ultimo carril (6) se pueden observan tres bandas, la
primera corresponde las plasmido vacio en forma linear con un tamafo molecular de
3.0 kb aproximadamente, el cual corresponde con el reportado por Stratagene
(fabricante de la biblioteca). Las dultimas dos bandas, una de 1.4 y 0.2 kb,
respectivamente, corresponden al ADNc clonado en el vector. En los carriles 2 y 5 se

encuentran los marcadores de tamano molecular.

Para confirmar la longitud total del inserto de ADNc se llevo a cabo un analisis de
PCR utilizando los iniciadores T3 y T7 que flanquean al inserto clonado en el vector
pBluescript, dando como resultado la amplificaciéon de un producto con una longitud de
aproximadamente 1.6 Kb, (ver figura 8 B), el cual corroboré que se trata de un solo

inserto de ADNCc clonado en el plasmido.
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A B
4.0 kb 3.0 kb
1.6 kb 2.0 kb
L0 kb L4kb 176 kb
1.0 kb
0.5 kb
0.2 kb
Carril Caryril
1- Clomn 2.1 1- MW
2, 5- Mr 2- Tmplificacion del
3- Clomn 2.1 tratado con Nho I clon 2.1 por PCR

4- Clon 2.1 tratado con ¥Xba T
55— Clon 2.1 tratado con
Xho IfXba I

Figura 8. Analisis electroforético en geles de agarosa mostrando el tamafio
molecular del ADNc clonado. A) Analisis de la restriccion enzimatica en los sitios de
clonacion 5y 3’ del inserto de ADNc, con las enzimas de restriccion Xba | y Xho |,
respectivamente, permitiendo la identificacion de dos inserto de 1.4 y 0.2 kb
aproximadamente. B) El analisis de PCR, confirm6 una longitud molecular similar para
el clon 2.1, empleando los oligonucledtidos iniciadores complementarios a los sitios
promotores T3y T7 que flanquean al inserto del ADNc clonado.

Con esta informacién preliminar sobre el tamafio molecular del inserto de ADNc
clonado (1.6 Kb, aproximadamente) se procedié a caracterizar la estructura primaria de
ambas cadenas de la secuencia nucleotidica total de esta molécula mediante la técnica
de terminadores didesoxi marcados (método Sanger), con la utilizacibn de
oligonucledtidos iniciadores complementarios a los sitios promotores T3 y T7 que
flanquean al vector pBluescript y ddNTPs marcados con diferentes fluor6foros en una
reaccion de PCR. Asi, se llevo a cabo la secuenciacion bi-direccional del inserto de

ADNCc a partir de sus extremos 5" y 3.
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El inserto de ADNc fue secuenciado en un aparato automatico 310 Genetic

Analizer (Applied Biosystems) obteniéndose un fragmento de 547 nucleétidos en el
extremo T3 y 596 nucleotidos en el extremo T7, por lo que no se obtuvo la secuencia
completa del inserto, ya que en el andlisis de restriccidbn enzimatica se obtuvo un inserto
de 1.6 kb aproximadamente de longitud. Para obtener la secuencia completa del ADNc
fue necesario disefiar oligonucleétidos iniciadores internos a partir de la secuencia de
nucleodtidos parcial obtenida con los oligonucledétidos iniciadores T3 'y T7 (ver Materiales
y Métodos). Empleando estos iniciadores internos, el inserto del ADNc clonado fue

secuenciado completamente en ambos extremos.

5.3Andlisis de la secuencia nucleotidica y proteica del ADNc clonado

El analisis estructural de la secuencia nucleotidica se llevé a cabo en el programa
Vector NTI v5.0. El inserto de ADNc clonado present6 una longitud de 1541 nucleétidos
(ver figura 9), la secuencia presenta las caracteristicas de los ARNmM’s maduros: tiene
un marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés, Open Reading Frame) de
552 nucledtidos que comienza en el nucledtido 126 del extremo 5 del ADNc. La
secuencia del triplete ATG corresponde a la secuencia consenso del sitio de inicio de la
traduccion. El marco de lectura abierto es seguido por un codon de terminacion TGA y
861 nucledtidos de secuencia 3' UTR con una cola de poli (A)* que es caracteristica de
los ARNm maduros. El marco de lectura abierto (ORF) codifica para una proteina
deducida de 184 aminoacidos. En la figura 9, también se muestra la secuencia de 184

aminoacidos de la proteina codificada deducida.
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De acuerdo a estos resultados de caracterizacidon estructural primaria del ADNc se

deduce que se cloné un ADNc que codifica para un ARNm completo.

1 COGCACGAGCCGCCETECTCTGTATGCCECETTCTCCOGGCECAGCOGCOECOCGATAGTCTGAGCCEGAG
M P Q@ § K
71 GAGCCHECCECCGLCGCEETTAATETEGT TGEGTCGEGECTGAGCAGHCCACCAAGATGCCTCAGTCCAAG
£ B K I B I L ¢ ¥ R % ¥ 4§ K 8 5 L TI D PFXYE
141 TCOCGGAAGATCGCCATCCTGEGCTACCGGTCTETGEEAAAGTCCTCAT TGACAATTCAGTTITGTTCALG
g P WDk Y eI BN PTEREIITYHR &Q
211 GCCAATTTGTTGATTCCTACGATCCAACCATAGAGAACACGTTCACCAAGTTGATCACGGTAMATEGTCA
E X H L 'L ¥yD T kK &e¢ QD EIXT 2T FP QT XS
281 AGAGTATCATCTTCAGCTTGTAGACACAGCGGEGCAGEATGAATATT CCATTTTTCCTCAGACATACTCC
I Il ¥ ¢ ¥ I L v I §8 v T 81 K3 FEBY I EKY
351 ATAGATATTAATGGTTATATTCTTGTGTATTCTGT TACATCAATCALAAGT TTTGAAGTAATTALAGTTA
I H e KELL DMV E KV QI PIMTILUVYVYGEDNI KI KTD
421 TCCATGECAAGTTETTEEATATGETEGGEAAAGTGCAGATACCTATTATGTTGETTGEAAATAAGALGGA
L HHME RVYIGS YEZETGE KATILARE S WHNEARMMABATF
491 CCTHCATATEEAAAGGETGAT CAGCTATGAAGAAGGALLGGCTT TGECAGAATCTTGEAATGCAGCTTTT
L E & 8§ R KE N OQTAYDVYPEKURTITITLEHBRBRTE
561 TTEGAATCTTCTGCTALAGAAAATCAMACTGCTGITGATETTTTTALLLGGATAATTTTGEALGCAGALY
KI D G A K S Q& K § §8 C § ¥V MW
631 AGATTGATGGAGCAGCTTCACAAGGAAMGTCTT CGTGCTCGETGATGTC ACAATTCTECTGCAGAGCCTE
701l CGGACACTGGGEATATATTCCACCTEAGEAAGCAMAMACTGC COGTCAT CCTT GAAGATAAAACTATECTTC
771 TGETTTTCTTCTETTAAC CTEALAGATETCAT TTGEGT CAGGEETCCT CCCCTTTCAGAT TATGTTAACGT
B4l CTGACTCTETCCAAATGAGTTCACCTCCATTTTCAAATTT TAAACAATCATATTTTCAATTTATATATTG
11 TATTTCTTAATATTATGACCAAGAATTT TATCGGCATTAATTTTTTCAGTGTAGTTTETTGTT TALAATA
01 ATGTAATCATCAAALTGATACACATGTTACACTACTATTAACTAGGOTT CALTATATCAGTGTTTATTTC
1051 ATTETGETTAAATGTATACTTGTAAATALAATAGCTGCAAACCTTAAGCCTT TGAGC TACTTGETGTEETT
1121 TITAAACCAGGAACCATGTTAGEATGEGECATGEECETECACATCATTTGI TITTETITTGIT TGETTTT
1191 TCEAGACAGGGTTTCTCTATGTAACAGCACTGGCTGTCCT GRALCCCACTC TCTAGACCAGECTGTCOTC
1261 GAACTCEAGATT TGCCTGCCTCTECCTCCCAAGTECT BEEATTAAAGGCETGCACCACCACTEGCCTGECT
1331 GTACAGTETTCCCTEETTCTATTAACCCCGECTACTTTTACCTCACTTGGECCCOAMCACCTCCCTCTTAC
1401 ATTTTCACATTCTCTCCTECATCCAGTTATTGCCTCCTGT TGECATETTAGTTCATCTGGTCTCTATCTT
1471 CCGTETTAACTECAGTGGCCATGTCATGCCTARTAARCAGTATTTTACTGCARARAARAAARARLARARDAR
1541 &

Fig. 9. Secuencias correspondiente al ADNc completo clonado. La secuencia nucleotidica
corresponde a 1541 pb, con un marco de lectura abierto de traduccién de 552 nucledtidos. Tiene
un codon de inicio y un codon de paro de la traduccidn (color rosa); en los extremos se
encuentran las regiones no codificantes 5’ y 3, respectivamente. En la region 3’ tiene una
secuencia de poli (A)* (color rojo). EI marco de lectura abierto de traduccién codifica para la
secuencia primaria de una proteina deducida de 184 aminoacidos (letras en azul).
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5.4Analisis de homologia estructural del ADNc clonado

Con el objetivo de obtener un analisis de identidad del ADNc clonado se realizo
una busqueda del tipo BLASTN con la secuencia nucleotidica obtenida de la
secuenciacion automatica. Esta busqueda dio como resultado una identidad estructural
completa en la region 5’ UTR y a la regién codificante del 100% en 1088 nucleétidos a
la secuencia del ARNm de Ras-homolog enriched in Brain del organismo Mus
musculus, del grupo IMAGE; 98% en 1074 nucleotidos a la secuencia del ARNm de
Ras-homolog enriched in Brain (Rheb) del organismo Mus musculus, reportado por
Watanabe et al y 92% en 996 nucledtidos a la secuencia del ARNm Ras-homolog
enriched in Brain del organismo Homo sapiens, del grupo IMAGE; siendo estos tres los
resultados mas representativos, con una identidad estructural alta (mayor a 90%). En la
figura 10 se observa en forma esquematica el resultado del analisis estructural en la
base de datos del GenBank. En la tabla 15 se muestra un analisis de identidad hecho
recientemente (marzo de 2008), donde a partir del registro de nuestra secuencia se han
integrado muchas mas secuencias, también con un alta homologia; esto es debido a los
grandes proyectos de secuenciacion de genomas que han progresado rapidamente. Sin
embargo, hasta ese momento nuestra secuencia sigue siendo el inico ARNm completo

reportado.
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Figura 10. Representacién esquematica del formato del GenBank del alineamiento estructural
entre nuestra secuencia de ARNm y las secuencias de ARNm’s reportadas en la base de
datos. La longitud de nuestra secuencia de ARNm est4 representada por la linea roja gruesa en la
parte superior, esta subdividida en niumeros que representan el tamafio de la secuencia en forma
progresiva de residuos de nucledtidos en la orientacion 5’ — 3’ de izquierda a derecha. Los indices
numéricos de homologia estructural estan definidos arbitrariamente por el programa por una clave de
cinco colores diferentes que dividen el intervalo de marcas en cinco grupos. El rojo indica una
homologia muy alta (>=200 nucleétidos) y el negro una muy baja (<40). Los colores restantes indican
indices de homologia intermedias.
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Tabla 15. Secuencias que produjeron un alineamiento significativo con la secuencia del

ADNCc clonado.
A _ Sescring Max Total  QUew E Max
ccession escription .
score score coveerag value ident
NM_053075  Mus musculus RAS-homolog 2789 2789  98% 0.0 99%

enriched in brain (Rheb), mRNA

Mus musculus bone marrow
AK151213.1 macrophage cDNA, RIKEN full-length
enriched library, clone:1830026008 2023 2023 71% 0.0 100%
product:RAS-homolog enriched in
brain, full insert sequence

Mus musculus RAS-homolog
enriched in brain, mMRNA (cDNA clone
MGC:18654 IMAGE:3710454),
complete cds

BC012273.1 2010 2010 70% 0.0 100%

AB039919.1  Musmusculusrtheb mRNAforRas 19,1 19417 700 0.0 99%
homolog, complete cds

Mus musculus chromosome 5, clone

AC137938.12 RP24-365C2, complete sequence

1722 3476 87% 0.0 100%
PREDICTED: Mus musculus RAS-

XM_982185.1 homolog enriched in brain (Rheb), 1716 1716 60% 0.0 100%
mRNA

Rattus norvegicus Ras homolog
enriched in brain, mMRNA (cDNA clone

0, 0,
BC088857.1 MGC:105484 IMAGE:7307969), 1642 1642 70% 0.0 94%
complete cds
Rattus norvegicus Ras homolog
enriched in brain (Rheb), mMRNA
NM_013216.1 >9PIU08227. 1|RNUO8227 Rattus 1642 1642  70% 00  94%

norvegicus Sprague-Dawley Ras-
related protein (rheb) mRNA,
complete cds

PREDICTED: Pan troglodytes Ras
XM_519513.2 homolog enriched in brain, transcript 1550 1550 72% 0.0 91%
variant 6 (RHEB), mRNA

Homo sapiens Ras homolog enriched
in brain (RHEB), mRNA

PREDICTED: Pan troglodytes Ras
homolog enriched in brain, transcript 1531 1531 72% 0.0 91%

NM_005614.3 1548 1548 72% 0.0 91%

XM_001142213

1 variant 5 (RHEB), mRNA
Homo sapiens Ras homolog enriched
in brain, mMRNA (cDNA clone o o
BC016155.1 MGC:1391 IMAGE:3528583), 1526 1526 70% 0.0 92%
complete cds
BC107705.1 Homo sapiens Ras homolog enriched 1526 1526 70% 0.0 92%
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_ o Max Total  Quewy E Max
Accession Description coverag

score score value ident

in brain, mMRNA (cDNA clone
MGC:111559 IMAGE:6615350),
complete cds

A pesar de que nuestra secuencia presenta una identidad alta con las secuencias
de Rheb de los organismos antes mencionados difiere significativamente en la region 3’
UTR (ver figura 10), siendo nuestra secuencia de ARNm completo y de longitud mayor
en esta region hasta el momento reportado en la base de datos del GenBank. La
relevancia de este hallazgo radica en que las regiones no codificantes tienen papeles
cruciales en la regulacién post-traduccional de la expresion genética como modulacion
del transporte de ARNm fuera del nucleo, localizacion subcelular y estabilidad y, en
particular la region 3'UTR regula la estabilidad del ARNm por medio de elementos como
secuencias ricas en AU (ARES, por sus siglas en inglés), los cuales promueven un
decaimiento del ARNm en respuesta a una variedad de sefiales intra y extracelulares
especificas (Mignone, et al, 2002). En la figura 11 se resume el resultado de la

identidad estructural de nuestro ARNm en forma esquematica.
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5 UTR 3 UTR

Figura 11. Dibujo esquematico del andlisis estructural de nuestra secuencia de ARNm.
Nuestro ARNm muestra diferencias con las otras secuencias clonadas de ARNm’s que codifican
para proteinas Rheb, principalmente en la region 3'-UTR ya que nuestra secuencia es mas larga.
Todas las caracteristicas estructurales antes mencionadas de esta ARNm sugieren que es un

transcrito completo.

Con estos resultados la secuencia de ARNm se registré en la base de datos del
GenBank con el niumero de acceso AY197373, la cual denominamos RHEB-like en la

figura 12 se muestra una copia del registro (www.ncbi.nlm.nih.gov/).

En cuanto a la secuencia de aminoacidos, el analisis estructural obtuvimos como
resultado 100% de identidad de la proteina Rheb de Rattus novergicus y Homo sapiens;

y 99% de identidad de Mus musculus.
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Figura 12. Registro en la base de datos del GenBank de la secuencia primaria de
nucleodtidos del ARNm y de la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. Clave
de acceso AY197373 (Www.ncbi.nim.nih.gov/).
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5.5Localizacion de la secuencia del ARNm en el genoma de raton, rata y
humano

Como siguiente paso se realizd6 un analisis de busqueda de nuestra secuencia
nucleotidica a nivel genoma en ratén, rata y humano con el objetivo de ubicar su

identidad a nivel genémico.

En el raton el gen de Rheb estd localizado en el brazo corto del cromosoma 5
como se observa en el idiograma (esquema del lado izquierdo de la figura 13); nuestra

secuencia presento una identidad del 100% con la secuencia gendémica del gen Rheb.

Eegion Displayed: 24,308K-24 357K bp

Gene+s_seqi|§| Euntig‘ﬂ Symbol 0
i Blast it Tdentity=99% 1522584
1 1" Blast i Tdentity=100% 587,504
i 20 V Blasthir  Identty=98% 509,458
Ideogran ke 171 Blast hit Tdentity=100% 458,399
51 " ssssoe] || T Blast hit Tdentity=100% 400.315
EEE - P ; Elast hit Tdentity=100% 318..250
Eggg; o " Blast hit Tdentity=100% 249177
Eﬁﬁgﬁi ; NT 165760.1+
ZEL E
E
i s 2l 1-[ = Blast hit Identity=100% 178..9
. il

Figura 13. Localizacion de la secuencia de Rheb-like en el genoma del ratén. El
gen de Rheb-like esta localizado en el cromosoma 5 del ratdn con una identidad del
100%.

En la rata, el gen de Rheb-like esta localizado en el extremo del brazo corto del

cromosoma 4 con una identidad alta de 94% (ver figura 14).
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Figura 14. Localizacion de la secuencia de Rheb-like en el genoma de rata. El gen
de Rheb-like esta localizado en el cromosoma 4 del ratén con una identidad del 94%.

En el genoma de Homo sapiens esta localizado en los cromosomas 7, 10 y 22. En
el cromosoma 7 se encuentra en la regién del brazo largo, el cual presentd una
identidad de 96%; en el cromosoma 10 esta localizado cerca del centromero y se
encuentra repetida con una identidad del 91% y también se encuentra en el cromosoma
22, donde present6 una identidad de 87% (ver figura 15). Dado que el gen de Rheb se
encuentra en 3 cromosomas diferentes en humano y esta conservada en estas tres
especies cercanas evolutivamente podemos sugerir que tiene una funcién bioldgica

esencial.
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Figura 15. Localizacién de la secuencia de Rheb-like en el genoma de humano. El gen de
Rheb-like esta localizado en 3 cromosomas diferentes 7, 10 y 22 en el humano presentando,
una identidad alta.

5.6 Caracterizacion de la expresion neuroanatomica del ARNm Rheb-like

Como se menciona anteriormente, en el analisis inicial de la homologia estructural
de la secuencia nucleotidica del ADNc dio como resultado una identidad con ARNm'’s
de la familia de Ras-Homolog Enriched in Brain (RHEB) del organismo Mus musculus y
la expresion del ARNm de Rheb se induce rapida y transitoriamente en células
granulares del hipocampo por convulsiones inducidas experimentalmente por
estimulacion eléctrica despolarizante y por la actividad sinaptica dependiente de la

activacion de receptores de NMDA. Como la expresion del ARNm de Rheb parece estar
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regulada por el incremento en la actividad de excitabilidad neuronal del sistema

nervioso central, nuestro siguiente objetivo experimental fue determinar si la expresion
del gen que codifica para el ARNm de Rheb-like clonado en nuestro laboratorio es
regulada por el proceso de administracion sistémica (i.p.) del farmaco pentilentetrazol
(PTZ), que es un agente quimico usado experimentalmente para inducir despolarizacion
generalizada del SNC y convulsiones tonico-clonicas en el roedor y paralelamente,
evaluo la administracién crénica de cocaina, la cual induce cambios en la expresion
genética en neuronas especificas dentro del Sistema Nervioso Central (SNC) en

mamiferos.

Para llevar a cabo este objetivo se realiz6 un estudio comparativo mediante RT-
PCR de punto final de la expresion del ARNm de Rheb-like. Para este estudio se utilizo
como control la expresion del gen constitutivo Griceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(G3PDH) y para la amplificacion del gen de Rheb-like se utilizaron dos juegos de
oligonucleodtidos iniciadores. El primer juego amplifica un producto de 539 pb y el
segundo juego amplifica un producto de 452 pb como se muestra esquematicamente en

la figura 16.
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Figura 16. Dibujo esquematico del disefio de los oligonucleotidos para la
amplificacion del ARNm clonado.

Se llevé a cabo la amplificacion del ARNm de Rheb-like como se observa en la
figura 17, los patrones de expresion del de los estudios de RT-PCR para el gen
correspondiente a Rheb-like en condiciones fisiologicas (i. p. SSI) mostraron que Rheb-
like es expresado ampliamente en todas las areas neuronales examinadas (bulbo
olfatorio, cerebelo, corteza, estriado, hipocampo, médula espinal, ojos, talamo-
hipotalamo y tallo cerebral); también fue detectado en tejidos periféricos como corazon,
higado, musculo esquelético, pancreas, rifion y glandulas suprarrenales. En el tejido
donde no se detectd expresion fue el pulmon (inhibicion). En el caso de bazo, no se
obtuvo ARN total de buena calidad para la reaccion de transcripcion reversa (RT) ya
que no hubo amplificacion en el control y tampoco para el gen de Rheb-like, por lo que

no podemos decir si hubo variacidon en su expresion.
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Figura 17. Analisis electroforético para la identificaciéon de los productos de
amplificacion del ARNm que codifica para la proteina Rheb-like con el
tratamiento de solucién salina (i. p SSl). En la parte superior se muestra la
amplificacion del control, el gen constitutivo G3PDH con un producto de 452 pb. En la
parte inferior se muestra la amplificacion con los productos de 532 y 452 pb,
respectivamente del gen de Rheb-like en las areas neurales (BO, bulbo olfatorio; Ce,
cerebelo; Cx, corteza; Hp, hipocampo; ME, médula espinal; O, ojos; TH, talamo-
hipotalamo; Tc, tallo cerebral) y érganos periféricos (Ba, bazo; Co, corazén; Hg,
higado; Me, musculo esquelético; Pa, pancreas; PIn, Pulmén; Rn, rifidn; GS, glandula
suprarrenales).
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El hecho de que Rheb-like se exprese en regiones multiples del sistema
nervioso central, nos permite sugerir que tiene una participaciéon importante en el
funcionamiento del SNC. Su expresion en tejidos periféricos permite sugerir que

participa en la regulacion metabdlica.

En la figura 18 se observan los patrones de expresion del gen Rheb-like en
condiciones estimulo-especifico del tratamiento con PTZ (i. p. 40 mg/kg), la expresion
se mantuvo en areas neuronales (bulbo olfatorio, cerebelo, corteza, estriado,
hipocampo, médula espinal, ojos, talamo-hipotalamo y tallo cerebral); en cuanto a los
organos periféricos la expresion del ARNm dARNm de Rheb-like se fue a la baja en
higado y el pulmon permanecié sin cambio, con respecto al control con SSI. Con
respecto al organo de pancreas no se obtuvo ARN total de buena calidad para la
reaccion de transcripcion reversa (RT); ya que tampoco hubo amplificacién en el control
y en el gen de Rheb-like, por lo que no podemos concluir si hubo variaciéon en su

expresion.
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Figura 18. Andlisis electroforético para la identificacion de los productos de
amplificacion del ARNm que codifica para la proteina Rheb-like con el
tratamiento de pentilentetrazol (i. p. 40 mg/kg). En la parte superior se muestra la
amplificacion del control, el gen constitutivo G3PDH con un producto de 452 pb. En
la parte inferior se muestra la amplificacion con los productos de 532 y 452 pb,
respectivamente del gen de Rheb-like en las areas neurales y 6rganos periféricos.
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En la figura 19 se observan los patrones de expresion del gen de Rheb-like en

condiciones de estimulo-especifico con el tratamiento de cocaina (i. p. 10 mg/kg). En
las &reas neuronales la expresion de Rheb-like se mantuvo sin modificacion
significativa en la expresion (bulbo olfatorio, cerebelo, corteza, estriado, hipocampo,
médula espinal, ojos, tdlamo-hipotalamo vy tallo cerebral). En los 6rganos periféricos la
expresion del ARNm se indujo en pulmon. En el 6rgano de pancreas no se obtuvo ARN
total de buena calidad para la reaccion de transcripcion reversa (RT); ya que tampoco,
hubo amplificacion en el control y en el gen de Rheb-like, por lo que no podemos
concluir si hubo variacién en su expresion. En cuanto al bazo, en este tratamiento, si se
obtuvo ARN total de buena calidad ya que podemos observar (ver figura 19) la

amplificacion del control (el gen constitutivo G3PDH); la expresion del gen de Rheb like.
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Figura 19. Analisis electroforético para la identificaciéon de los productos de
amplificacion del ARNm que codifica para la proteina Rheb-like con el
tratamiento de cocaina (i. p. 10 mg/kg). En la parte superior se muestra la
amplificacion del control, el gen constitutivo G3PDH con un producto de 452 pb. En la
parte inferior se muestra la amplificacion con los productos de 532 y 452 pb,
respectivamente del gen de Rheb-like en las &reas neurales y 6rganos periféricos.
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Cabe sefalar que los resultados obtenidos coincidieron en dos ensayos individuales

empleando iniciadores que amplifican regiones distintas del ARNm de Rheb-like.

La expresidon de Rheb-like en forma constitutiva, en condiciones fisiologicas,
sugiere su participacion en funciones esenciales en el SNC y en érganos periféricos. Al
modificarse su expresion en higado y pulmén (PTZ), sugiere su participacion en

procesos inmunoldgicos y metabdlicos (Tortora, 2002).
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las proteinas que unen e hidrolizan GTP (GTPasas) estan involucradas en el
control de diversos procesos celulares de los seres vivos; incluyendo crecimiento,
diferenciacion y motilidad celular. Nosotros caracterizamos una GTPasa en el

organismos Mus musculus, la cual denominamos Rheb-like.

A partir del andlisis electroforético se mostré que el tamafio molecular del inserto
del ADNc de 1.6 kb aproximadamente, confirmado posteriormente con la secuenciacion
del inserto de ADNc por electroforesis en capilar. Se confirmé que la secuencia se
encontraba orientada en el sentido 5'— 3’, lo cual se verificd con la presencia de la cola
de poli (A)* en el extremo 3'UTR. Otro elemento asociado a la cola de poli (A)* es la
secuencia AAUAAA secuencia consenso del sitio de poliadenilacion. Todas las
caracteristicas estructurales antes mencionadas de este ARNm sugieren que es un
transcrito completo y por lo tanto es expresada y funcional; por lo que se registro en la

base de datos del GenBank con el nimero de acceso AY197373.

En el analisis de homologia estructural, la secuencia de nuestro ARNm, mostré
una alta homologia estructural en la regién 5"-UTR y regién codificante de los ARNmM’s
que codifican para la familia de las proteinas Rheb. Nuestra secuencia es de una
longitud mas larga en el extremo 3" -UTR que las secuencias previamente reportadas

hasta el momento.

Por medio de este trabajo experimental se cloné un ADNc que codifica para un
ARNmM completo y en nuestros estudios iniciales de expresion génica por medio de RT-

PCR de punto final sugieren que el ARNm se expresa tanto en condiciones fisiolégicas
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“basales”, como en condiciones de estimulacion quimica; lo cual, implica activacion

despolarizante en multiples areas del sistema nervioso central del raton. Este resultado
sugiere gue su participacion es esencial en la funcidon general del sistema nervioso
central del roedor, ya que la via sefalizacion en el cual participa TSC/Rheb juega un
papel critico en el control del crecimiento y ciclo celular y Rheb, también, controla la
actividad de TOR, en donde la via TSC/Rheb/TOR es determinante en el crecimiento
durante el desarrollo, regulando numerosas funciones incluyendo traduccion,
procesamiento de ARNm’s, estabilidad de proteinas y la organizacion de los filamentos
de actina (Inoki et al, 2005) por lo que se explica la expresion del ARNm de Rheb en

numerosos estudios.

Por otro lado, el ARNmM de Rheb se exprese tanto en condiciones “basales” como
en condiciones de despolarizacion aumentada, sugiere que la expresion de este gen no
parece estar regulada por los estimulos especificos, al menos por los utilizados en
nuestro estudio. Este dato contrasta con los reportes previos, donde se ha demostrado
que la expresion de Rheb es inducida de manera estimulo-especifico (por ejemplo,

isquemia cerebral y despolarizacion eléctrica).

Para poder sugerir que existe una aumento o inhibicidn de la expresion del ARNm
se podria analizar mediante estudios de RT-PCR en tiempo real para cuantificar con
precision los patrones de expresion del gen que codifica para la proteina Rheb-like.
Adicionalmente, se podria determinar la expresion diferencial del ARNm inducida por
estimulos diferentes (v.g. hipoxia cerebral, dafio neurodegenerativo por neurotoxinas
como al acido kainico, etc.), con el fin de abundar en la caracterizacion de esta

proteina.
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La localizacion neuroanatémica y celular del ARNm que codifica para esta
proteina Rheb-like se analizaria por medio de hibridacion in situ. Se plantearian
estudios de interferencia de traduccion de este ARNm en el hipocampo del roedor para
determinar el papel funcional de esta proteina Rheb-like en el proceso de aprendizaje y

la memoria en el modelo de roedor.
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