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Resumen 

 

La superfamilia del TGF-β (del inglés: Transforming Growth Factor β) es un grupo 

de factores de crecimiento relacionados estructuralmente que controlan múltiples 

procesos celulares que incluyen la supervivencia celular, proliferación, migración y 

diferenciación; y regulan procesos como la respuesta inmune y la embriogénesis. 

El  receptor tipo III  de TGF-β o Betaglicano (BG) es el correceptor más abundante 

en diferentes tipos de células, y es capaz de unir a las tres isoformas de TGFβ, así 

como a inhibina A, inhibina B, y ciertas BMP’s a través de su dominio extracelular. 

El receptor tipo 3 del TGF-β, se encuentra conservado en los vertebrados, tanto en 

su arreglo exónico, como en su estructura proteica terciaria por lo que durante el 

presente trabajo se planteó determinar la expresión del receptor tipo III del TGF-β 

durante el desarrollo del pez cebra.  

En ensayos de RT-PCR y qRT-PCR se detectó la presencia del ARNm mensajero 

de betaglicano a partir de las 8 hpf hasta las 144 hpf. Se logró sobreexpresar y 

purificar el ectodominio de BG de pez cebra de forma recombinante y la obtención 

de 2 anticuerpos policlonales contra el receptor. Por medio de ensayos 

bioquímicos se demostró la expresión del receptor de BG durante el desarrollo del 

pez cebra, y se mostró que es capaz de unir TGF- β2 e inhibina. Se determinó que 

las cadenas de glicosaminoglicanos (GAG’s) presentes en el BG de pez cebra 

están formadas principalmente por heparán sulfato, y por otro tipo de 

glicosaminoglicano diferente al condroitín sulfato. Finalmente se demostró que la 

inyección de morfolinos dirigidos contra el RNAm de betaglicano es capaz de 

disminuir la cantidad de la proteína presente en los embriones y provocar defectos 

vasculares en el desarrollo embrionario. 
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1.  Introducción. 

 
1.1  Superfamilia del TGF-β. 

La superfamilia del TGF-β (del inglés: Transforming Growth Factor β) es un grupo 

de proteínas relacionadas estructuralmente, que incluye a los factores de 

Crecimiento Transformante β (TGF-βs), Activinas, Inhibinas, Proteínas 

Morfogenéticas del Hueso (BMP’s), y los Factores de Crecimiento y Diferenciación 

(GDF’s). Estos factores controlan múltiples procesos celulares que incluyen la 

supervivencia celular, proliferación, migración y diferenciación, así como la 

respuesta inmune y la embriogénesis (Massague, 2000);(Mythreye and Blobe, 

2009) 

Las proteínas de la superfamilia del TGFβ participan en el desarrollo embrionario, 

donde regulan el establecimiento del plano corporal y la diferenciación tisular 

(Derynck and Zhang, 2003). La superfamilia del TGF-β se divide en dos familias; la 

TGF-β/Activina/Nodal y la BMP/GDF/MIS; agrupadas por similitud de secuencias y 

por las vías de señalización específicas que activan (Shi and Massague, 2003). 

 

     

 Figura 1. Estructura de los miembros de la familia de TGF-β. Los miembros de 

la familia de TGF- β son sintetizados como proteínas precursoras con un péptido señal, un 

pro-dominio variable y una región C-terminal con 7 siete cisteínas conservadas. 

Modificado de:(Kingsley, 1994). 

 

Los genes que codifican a los miembros de TGF-β comprenden 42 marcos de 

lectura abiertos en humano, 9 en Drosophila y 6 en C. elegans (Lander et al., 

RXXR	   C	  	  	  	  	  	  	  CC	  	  	  	  	  	  	  CC	  	  	  	  	  	  	  	  CC	  

Péptido	  señal	  
15-‐25	  aa.	  

	  

Pro-‐dominio	  50-‐
375	  aa.	  

	  

Dominio	  maduro	  
110-‐140	  aa.	  
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2001). Los diferentes miembros de la superfamilia de TGF-β son sintetizados 

inicialmente como moléculas precursoras con una secuencia señal amino-terminal 

que dirige a la molécula precursora a la vía secretoria y un pro-dominio variable 

que quizás asista en el plegamiento, dimerización y regulación de la actividad del 

factor. La proteína precursora es cortada usualmente en un sitio dibásico o RXXR, 

para liberar un segmento carboxilo-terminal de 110-140 aminoácidos con siete 

residuos de cisteína característicos de esta región, casi invariantes en varios 

miembros de la superfamilia (Figura 1 ;(Kingsley, 1994). 

La molécula de señalización activa está compuesta de homodímeros o 

heterodímeros de los segmentos carboxilo de los precursores (Kingsley, 1994), y 

en la mayoría de los casos, estos dímeros se estabilizan por interacciones 

hidrofóbicas, que se ven reforzadas por un puente disulfuro entre las dos 

subunidades (Groppe et al., 2008). 

La familia del TGF-β está formada por 3 isoformas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3, las 

cuales tienen una identidad, en la estructura primaria de sus monómeros maduros, 

del 70-80% (Derynck et al., 1988). Los precursores de las isoformas de TGF-β 

constan de un péptido señal en el extremo amino, seguido de un segmento 

denominado LAP (Latency-associated polypeptide) y un polipéptido de 112 a.a. en 

el extremo carboxilo terminal que constituye el monómero maduro. Un corte 

proteolítico por la proteasa furina libera al monómero maduro del LAP.  

El polipéptido maduro de las isoformas de TGF-β cuenta con nueve cisteínas, 

ocho de las cuales están apareadas. Las ocho cisteínas forman puentes disulfuro 

intramoleculares que en conjunto constituyen un nudo de cisteínas, mientras que 

la novena restante forma parte del enlace de cisteína intermolecular que media la 

dimerización; a su vez, cada monómero contiene cuatro láminas β antiparalelas y 

una hélice α larga separada (Daopin et al., 1992). La secuencia de aminoácidos 

localizada entre la cisteína cinco y seis, la más divergente entre las isoformas de 

TGF-β; queda expuesta en la superficie de la proteína y puede tener un papel 

importante en la determinación de la especificidad del reconocimiento ligando-

receptor. 
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Los TGF-βs se liberan de las células como dímeros que incluyen al LAP, lo que 

impide que TGF-β active a sus receptores, por lo que se dice que lo mantienen en 

un estado inactivo o “latente”. Estos complejos “latentes” están normalmente 

unidos a alguna de las proteínas asociadas a TGF-β, como la proteína LTBP-1 

(Latent TGF-β binding protein)(Oklu and Hesketh, 2000). La activación de TGF-β 

ocurre a través de actividad proteolítica, principalmente por la acción de la 

trombospondina 1 y secundariamente por la acción de la integrina αvβ6 (Munger et 

al., 1999; Daniel et al., 2004), aunque también proteasas como la plasmina, las 

catepsinas y las metaloproteasas de matriz 9 y 2 participan en el proceso de 

activación de TGF-β. 

 

1.2  Receptores y vías de señalización. 

El TGF-β y en general todos los miembros de la superfamilia, inician la cascada de 

señalización a través de su unión a los receptores con actividad de cinasa de 

residuos de serina/treonina, tipo I y tipo II. La familia de estos receptores 

comprende 12 miembros dentro del genoma humano; 7 para el tipo I y 5 para el 

tipo II, todos ellos involucrados en la señalización de la familia de TGF-β. Ambos 

tipos de receptores consisten en general de aproximadamente 500 aminoácidos, 

compuestos por un N-terminal extracelular, que a su vez es el dominio de unión al 

ligando; una región transmembranal y un dominio C-terminal con actividad de 

cinasa de residuos serina/treonina (Shi and Massague, 2003).  

El TGF-β inicia su señalización uniéndose a su receptor tipo II y promoviendo su 

asociación con el receptor tipo I. Esto permite al receptor tipo II fosforilar al 

dominio cinasa del receptor I, el cual propaga la señal a través de la fosforilación 

de las proteínas Smad. Existen 8 diferentes proteínas Smad, constituyendo tres 

clases funcionales: las Smad reguladas por receptor (R-Smad), la Smad Co-

mediadora (Co-Smad) y las Smads inhibidoras (I-Smad). Las R-Smad (1,2,3,5,8) 

son fosforiladas y activadas directamente por el receptor tipo I, llevándolas a 

formar homodímeros y posteriormente heterotrímeros con la Co-Smad (Smad 4) 

(Derynck and Zhang, 2003; Shi and Massague, 2003), los cuales son translocados 
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al núcleo y en conjunto con otros factores regulan la transcripción de sus genes 

blanco (Figura 2).  

Las I-Smad, Smad 6 y 7, regulan negativamente la señal de TGF-β al competir con 

las R-Smad por el receptor o la Co-Smad y por unión al receptor para dirigirlo a su 

degradación (Derynck and Zhang, 2003). 

 

Figura 2. Ligandos, Receptores y Señalización de la superfamilia de TGF-β. Relación 

esquemática de los diferentes ligandos de la superfamilia de TGF-β con atrapa ligandos, 

receptores accesorios y sus receptores tipo I y tipo II en vertebrados (Shi and Massague, 

2003) 

 

1.3  Receptor tipo III TGF- β 

Aparte de los receptores, existen proteínas de membrana que participan en la 

unión y señalización de los ligandos de la superfamilia del TGF-β. Para el caso del 

TGF-β, existen dos glicoproteínas transmembranales que funcionan como co-

receptores, Betaglicano y Endoglina (Massague, 2000). De éstos, el receptor tipo 
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III o Betaglicano es el correceptor más abundante en diferentes tipos de células 

(Bilandzic and Stenvers, 2012).  

El betaglicano humano está codificado en un gen único localizado en el 

cromosoma 1 (p32-p33), que consiste de 17 exones extendidos a lo largo de 

272,000 pares de bases (pb), y que se expresa como un mRNA de 7000 

nucleótidos (Wang et al., 1991). La estructura primaria del betaglicano humano 

comparado con el de rata, cerdo, ratón y pollo indica que es una proteína 

altamente conservada (Figura3). 

 

 

Figura 3. Estructura del Betaglicano. Esquema de los dominios de unión a ligando, 

sitios de corte enzimático y residuos intracelulares importantes para la asociación de 

proteínas adaptadoras (Bilandzic and Stenvers, 2012). 

 

Betaglicano es un proteoglicano de 851 aminoácidos, con un dominio extracelular 

de 797 aminoácidos, una región transmembranal y un dominio intracelular de 42 

aminoácidos. Cuenta con dos regiones de unión a ligando dentro del dominio 
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extracelular, uno en el amino-terminal y otro sitio próximo a la membrana. Ambos 

dominios están unidos por una región de unión no estructurada de 50 aminoácidos 

accesible a corte proteolítico por plasmina y BMP1 (Mendoza et al., 2009; Delolme 

et al., 2014). 

Betaglicano une a las tres isoformas de TGFβ, inhibina A, inhibina B, y ciertas 

BMP’s a través de su dominio extracelular. Las isoformas de TGFβ y BMP’s se 

unen a ambos dominios de unión extracelulares. En particular TGFβ2 presenta la 

mayor afinidad de unión (Esparza-Lopez et al., 2001). En contraste, Inhibina A e 

inhibina B se unen solamente al dominio de unión próximo a la membrana (Wiater 

et al., 2006). 

El dominio extracelular cuenta con dos sitios de unión de glicosaminoglicanos 

(GAG), heparan y condroitin sulfato, localizadas en Ser535 y Ser546. Estas 

cadenas de GAG no son esenciales para la unión de TGF-β pero podrían mediar 

la unión de otra clase de factores de crecimiento, como el Factor de Crecimiento 

Fibroblástico, y contribuir así a las funciones de betaglicano (Lopez-Casillas et al., 

1994). Por otro lado, su ectodominio puede ser liberado de la membrana por corte 

proteolítico cerca del dominio transmembranal, lo que genera un forma soluble del 

receptor de 120 kDa, que se encuentra en la leche, suero y la matriz extracelular. 

La forma soluble puede secuestrar a los ligandos de su receptor, antagonizando 

su señalización (Lopez-Casillas et al., 1994). 

Debido a que betaglicano carece de un dominio prototípico de señalización, no 

parece tener un rol señalador directo. Su presencia en la superficie celular 

incrementa la unión de las moléculas de TGFβ a su receptor tipo II. Este efecto es 

más pronunciado para TGFβ2, el cual se une pobremente al receptor tipo II en 

ausencia de betaglicano y solo en su presencia, tiene la misma potencia que las 

isoformas 1 y 3 (Lopez-Casillas et al., 1993; Esparza-Lopez et al., 2001). 

El betaglicano es un coreceptor esencial para la acción de inhibina como 

antagonista de la activina. Betaglicano es capaz de unir a través de su dominio U 

la subunidad α de inhibina, formando un complejo estable con el receptor ActRII. 
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Se ha observado que betaglicano se expresa en tejidos que responden a los 

efectos de la inhibina como las células de Leydig, que responden a la inhibina 

producida por las células de Sertoli para modular la esteroidogénesis; además la 

expresión de betaglicano en células que normalmente no lo hacen, les confiere 

sensibilidad a esta hormona (Lewis et al., 2000). 

 

1.4  Expresión del receptor tipo III de TGF- β  

Para poder determinar la función de betaglicano durante el proceso de desarrollo 

de los organismos, es importante primero determinar los sitios y procesos del 

desarrollo durante las cuales se expresa el receptor. Estudios en el ratón, 

muestran que BG se expresa normalmente en todo el embrión al inicio de la 

gestación; mientras que para el día E8.5, BG se expresa en los cardiomiocitos 

trabeculares del ventrículo en desarrollo y no en aquellos subepicardiales. Se ha 

observado también, que betaglicano se expresa normalmente en células cardíacas 

que llevan a cabo una transformación epitelio-mesenquima (Brown et al., 1999). 

Para el día E9.5, BG se expresa en el septum transversum que rodea el 

endodermo hepático presuntivo, y para los días E10.5 y E11.5 BG se expresa en 

grandes niveles en la mayoría de los tipos celulares del hígado (Stenvers et al., 

2003).  

En las gónadas de ratón se ha descrito que betaglicano se expresa en 

poblaciones celulares somáticas, y actúa en conjunto con inhibina (Sarraj et al., 

2007; Sarraj et al., 2010). En el ovario, betaglicano se ha identificado en células de 

la granulosa y de la teca; y alteraciones en su expresión se relaciona con tumores 

de células de la granulosa y falla ovárica temprana (Bilandzic et al., 2009). Se ha 

demostrado también, que betaglicano es esencial para el desarrollo normal de 

testículos en el humano y en el ratón. Se expresa en células de Sertoli y de 

Leydig, donde participa con activinas y TGFβs para la disminución en la 

producción de andrógenos y durante la gonadogénesis temprana; (Bilandzic et al., 

2009). 
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En el humano BG se expresa en etapa adulta en gónadas, glándulas 

suprarrenales, algunas regiones del cerebro (glándula pituitaria) y hasta en 

sincitiotrofoblastos (Bilandzic and Stenvers, 2012). Existe evidencia de que 

betaglicano es requerido por inhibina para actuar en células gonadotróficas. 

Inhibina antagoniza la producción de la Hormona Folículo Estimulante (FSH) por la 

glándula pituitaria y la ausencia de betaglicano demuestra su importancia dentro 

de la regulación del eje hormonal reproductivo (Makanji et al., 2008). 

 

Figura4. Expresión del ARNm de betaglicano en raton y pollo. A: Expresión del 

RNAm de betaglicano en el corazón de ratón durante los estadíos E.9.5 (imagen superior) 

y E11.5 (imagen inferior). B: Expresión del RNA, de betaglicano en embriones de pollo en 

los estadíos 14 y 26. Modificado de: (Stenvers et al., 2003; Cooley et al., 2014) 

Estudios en embriones de pollo, muestran que el RNAm de BG se expresa 

débilmente a partir de los estadíos 4-6 en el mesodermo extraembrionario, y a 

inicios de los estadíos 5-6 el transcrito de BG se detecta en células endodermales 
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del vitelo extraembrionario. Entre los estadíos 8-12 la expresión de BG es evidente 

en las células embrionarias y extraembrionarias laterales, y en el endodermo 

extraembrionario, así como, en el piso del intestino anterior a inicios del estadío 9. 

En estadios más tardíos (15-26) el transcrito de BG se detecta en niveles 

moderados en el endocardio y robustamente en células endoteliales de la 

vasculatura extraembrionaria, el hígado y el mesonefros (Cooley et al., 2014).  

Otro estudio en pollo muestra que la proteína de BG se expresa en riñón, 

principalmente en el mesodermo mesonefrogénico, glomérulos presuntivos y 

células epiteliales parietales de las nefronas. A partir del estadío 16 BG se expresa 

en el tubo neuronal, en las células que rodean las fibras nerviosas de la neuronas 

motoras y en los pares craneales. Entre los estadíos 14 y 26, BG se expresa en el 

mesodermo lateral, intermedio y paraxial, células mesenquimales y en el 

endodermo presuntivo de pulmón (Olivey et al., 2003). 

1.5  Knock out de Betaglicano. 

Un paso importante para el estudio de betaglicano in vivo fue el desarrollo de 

ratones carentes de este receptor. Stenvers y colaboradores demostraron que al 

contrario de lo que se pensaba sobre la función de BG como receptor accesorio, y 

no fundamental para la fisiología celular, los embriones carentes del receptor 

presentaban un fenotipo letal al día 16.5 del desarrollo embrionario teniendo 

defectos en la proliferación de células cardiacas y en la apoptosis en el hígado; 

con inhibición de la eritropoyesis como efecto secundario de la apoptosis hepática 

(Stenvers et al., 2003). Los corazones de los embriones presentaban paredes 

miocárdicas delgadas y defectos en el septum. Se comprobó que las células 

fibroblásticas del knockout presentaban una sensibilidad reducida a TGFβ2 en 

términos de inhibición del crecimiento, activación de genes reporteros y 

localización nuclear de Smad2 (Stenvers et al., 2003).  

En el ratón carente de betaglicano, también existe una inhibición en la 

diferenciación de las células de Leydig, con una reducción en la expresión de 
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múltiples genes involucrados en el desarrollo de células somáticas y la 

esteroidogénesis (Sarraj et al., 2010). 

Especie Gene Fenotipo Defectos Referencia 

Ratón 

TGF-β1 

Letalidad 

posnatal (4 

semanas) 

Inflamación multifocal, 

defectos en hematopoyesis y 

vasculogénesis del saco 

vitelino. 

(Shull et al., 

1992; Kulkarni 

et al., 1993; 

Dickson et al., 

1995) 

TGF-β2 
Letalidad 

embrionaria 

Cianosis. Malformaciones en 

ojo, columna espinal, oído 

interno, corazón, pulmón, 

extremidades, urogenitales y 

cranofaciales.   

(Sanford et al., 

1997) 

TGF-β3 
Letalidad 

posnatal (24 h) 

Defectos en palatogénesis y 

retraso en desarrollo y 

maduración de los pulmones 

(Kaartinen et 

al., 1995) 

TGFβR-II Letal (E10.5) 

Defectos en hematopoyesis 

y vasculogénesis del saco 

vitelino. 

(Oshima et al., 

1996) 

TGFβR-III Letal (E13.5) 

Defectos de proliferación en 

corazón y apoptosis en 

hígado 

(Stenvers et al., 

2003; Compton 

et al., 2007) 

Pez cebra TGF-β3 No letal 

Defectos en la 

condrogénesis craneofacial. 

Malformaciones en los 

cartílagos del arco faríngeo y 

neurocraneal. 

(Cheah et al., 

2010) 

Tabla 1. Fenotipos de los modelos deficientes en ligandos y receptores de la sub-
familia de TGFβ. Modificado de: (Dunker and Krieglstein, 2000) 

 

A pesar de que se podria pensar lo contrario, debido a que el betaglicano es el 

equipotenciador del TGFβ2, los fenotipos de los ratones carentes de betaglicano y 

de TGFβ2, no se sobrelapan. El ratón knockout para TGFβ2 presenta defectos 

craneofaciales, esqueléticos en el ojo, oído y tracto urinario y sin defectos en el 
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hígado (Ver tabla 1) (Sanford et al., 1997). Los dos fenotipos sólo coinciden en la 

presencia de defectos cardiacos, por lo que se sugiere que la función de 

betaglicano no se limita a la señal de TGFβ2, y podría estar participando en otros 

procesos del desarrollo embrionario.  

La obtención del ratón Knockout demostró la importancia del betaglicano en 

etapas tempranas del desarrollo; y se ha determinado su función relativa a ciertas 

clases de ligandos. Sin embargo, debido a su unión a múltiples ligandos y su 

complejo modo de acción, el mecanismo exacto por el cual el betaglicano actúa en 

situaciones fisiológicas, sus implicaciones en la biología de TGFβ y principalmente 

en el desarrollo embrionario son todavía poco entendidas. 

 

2. Pez Cebra (Danio rerio)  

Estudiar el papel que juega BG en el desarrollo del pez cebra nos ayudaría a 

entender el fenotipo letal del BG en el ratón, pues el D. rerio permite el 

seguimiento en tiempo real del comportamiento de células individuales y linajes 

celulares durante el desarrollo embrionario (Neumann, 2002). 

El pez cebra es un animal pequeño de 4-5 cm de longitud y presenta líneas 

longitudinales doradas y plateadas. Se encuentra en forma natural en ríos de la 

India, y muy frecuentemente en acuarios. Fue introducido como modelo de estudio 

por George Streisinger de la Universidad de Oregon en la década de los 70’s, con 

la finalidad de estudiar las características de organización y desarrollo embrionario 

del sistema nervioso de vertebrados a través del uso de cepas mutantes 

(Grunwald and Eisen, 2002). 

El pez cebra es un organismo diploide (1n = 25 cromosomas), y el tamaño de su 

genoma es de aproximadamente 1.7 Gbp. Presenta varias características que lo 

convierten en un excelente modelo de estudio. En primer lugar, su fácil crianza en 

el laboratorio, pudiéndose mantener a los adultos en cruza durante todo el año, 

produciendo un gran número de embriones (100-200 huevos fertilizados por cada 

cruza). En segundo lugar, la fertilización y el desarrollo embrionario es de forma 



	  
12	  

externa, por lo cual se pueden manipular las condiciones de fertilización y 

mantener a los gametos por separado; y en tercer lugar, los embriones son 

transparentes las primeras 24 horas y puede hacerse uso de químicos para 

mantenerlos así durante todo el desarrollo, haciendo factible la detección y 

visualización directa e in vivo de fenotipos específicos (Grunwald and Eisen, 

2002). 

 

Figura 5. Periodos del desarrollo temprano del pez cebra. Imágenes de diferentes 

estadios del desarrollo de pez cebra, pertenecientes a cada uno de los periodos del 

desarrollo. Escisión (1.25 hpf), Blastula (4,7 hpf), Gastrula (10 hpf), Segmentación (19 

hpf), Faríngula (48 hpf), Eclosión (72 hpf) y Larva temprana (120 hpf). Modificado de: 
(Kimmel et al., 1995). 
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Usando al pez cebra como modelo de estudio, los investigadores han obtenido 

algo que se creía imposible para un vertebrado: un gran catálogo de mutaciones 

seleccionadas solamente en base a cómo afectan al organismo vivo. Cientos de 

mutaciones se han descrito incluyendo aquellas que afectan el establecimiento de 

la forma del embrión, la generación de las capas germinales, órganos y tipos de 

células específicas, así como también la organización de distintas regiones del 

cerebro y de la arquitectura vascular (Grunwald and Eisen, 2002) 

 

2.1 Desarrollo temprano del pez cebra. 

Kimmel y colaboradores estudiaron y describieron ampliamente los estadíos 

tempranos del desarrollo del pez cebra (Figura 5). Con el fin de describir el tiempo 

de desarrollo se definen periodos y estadíos, o menos preferido, horas de 

desarrollo a una temperatura estándar, comúnmente 28.5°C (Kimmel et al., 1995).  

El periodo de cigoto comprende desde la fertilización del huevo hasta la primera 

división celular y comprende 4 estadíos morfológicos: estadio plano, estadío 

redondo (6-12 minutos después de la fertilización) donde el cigoto es turgente; el 

estadio quiescente y la división 1, 18 minutos después de la fertilización.  

El periodo de división, comienza con la primera mitosis, el embrión comienza sus 

divisiones en blastómeros, y la separación del vitelo del citoplasma, también 

llamada segregación bipolar, aclaran el embrión dándole su apariencia cristalina. 

Este periodo se divide en estadios correspondientes al número de células en el 

embrión, de 2 células, aproximadamente a los 30 min de desarrollo, hasta 64-

células a las 2 horas post-fertilización (hpf). Las primeras divisiones son 

incompletas o meroblásticas y hasta el estadío de 8 células todos los blastómeros 

se continúan con el vitelo. 

El periodo de Blástula comprende las divisiones sincrónicas tardías, la transición 

de la blástula media y los estadíos tempranos de epibolia, cubriendo un tiempo de 

2.3 a 5.3 hpf. Durante este periodo el embrión comienza la transición del control 

materno al control cigótico del desarrollo. El periodo de Gástrula se extiende de las 
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5.5 a las 10 hpf, durante las cuales se empiezan a formar las capas germinales y 

la epibolia continua y empieza la gastrulación.  

El periodo de Segmentación comprende el resto del primer día de desarrollo, de 

las 10h hasta las 24 hpf; un periodo donde empiezan las subdivisiones del plano 

corporal y la segmentación del mesodermo paraxial en somitas. De las 24 a las 48 

hpf, estadío de faríngula, el eje corporal del embrión se alarga de su curvatura 

inicial sobre el vitelo, inicia la pigmentación y el desarrollo de las aletas. En el 

estadío de eclosión se da una rápida morfogénesis de los sistemas de órganos 

primarios, se desarrolla el cartílago de la cabeza y aletas pectorales, y el proceso 

de eclosión es asincrónico.  A partir de las 72 hpf, se infla la vejiga natatoria de los 

embriones y desarrollan los comportamientos de evasión y búsqueda de alimento. 

  

3. Antecedentes específicos. 

En el pez cebra el gen del receptor tipo III para TGFβ (tgfbr3) está codificado en el 

cromosoma 6, y al contrario de la mayoría de los genes en el pez cebra que 

cuentan con una segunda copia debido a un proceso de duplicación del genoma, 

tgfbr3 es único.  La base de datos de Ensembl muestra que el gen de BG en el 

pez cebra tiene un tamaño total de 199.85 Kpb, y cuenta con 16 exones, a 

diferencia de los 17 exones con los que cuenta su versión en mamíferos. La 

alineación de la secuencia de cDNA de tgfbr3 de diferentes especies muestra que 

la secuencia correspondiente a los exónes 13 y 14 de mamíferos se encuentra en 

un solo exón en el pez cebra (Figura 6), pero más allá de esta diferencia, la 

distancia y el tamaño de los exónes se encuentran conservados entre especies. 

Usando esta información, hemos clonado y secuenciado el cDNA de betaglicano 

en el pez cebra (Kamaid et al, sometido).  El mRNA de tgfbr3 contiene un ORF de 

2544 pb, que codifica para una proteína de 848 aminoácidos. El análisis de la 

secuencia primaria de aminoácidos de la proteína de BG en pez cebra, y la 

organización de sus módulos funcionales y estructurales muestra una alta similitud 

con la de otras especies. La proteína de BG contiene en el amino terminal un 
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péptido señal de 21 aminoácidos (aa), seguido de una porción extracelular de 762 

aa, un dominio transmembranal de 24 aa, y una pequeña porción citoplasmática 

de 41 aa en el carboxilo terminal. El dominio extracelular de BG de pez cebra 

conserva las características de su versión en mamíferos; contiene un dominio E en 

el amino terminal, con una similitud del 54.8% con el de ratón, una región linker no 

estructurada con una alta variabilidad en la secuencia de aa y un dominio U 

próximo a la región transmembranal con un 45.1% de similitud con su versión 

murina. Los dominios transmembranal y citoplasmático de la proteína cuentan con 

la mayor similitud con otras especies, 85,1% (Figura 6).  Otras características del 

BG de pez cebra es que conserva 16 de las cisteínas presentes en otros BG’s, 

conserva uno de los dos sitios de unión a cadenas GAG’s de su versión en 

mamíferos (Ser 522), así como la treonina 841 de la versión murina, la cual es 

fosforilada por el receptor TGFβRII e interactúa con β-arrestina, para la 

internalización del complejo de señalización (Chen et al., 2003). 

 

 

 

  

 

 

 

Siguente página: 

Figura 6. A. Estrcutura del gen y la proteína de BG de pez cebra. Comparación del 
tamaño y arreglo exónico de tgfbr3 en pez cebra, con el de ratón y humano (Tomado de 
Ensembl, ENSDART00000151274.1, ENSMUST00000031224.9, ENST00000212355.6). B. 
Dominios de la proteína de BG de pez cebra, tamaño, y similitud de la secuencia primaria 
de aminoácidos con otras especies. También se muestran las cisteínas conservadas y el 
sitio de unión a GAG’s.  
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4. Justificación 

La investigación sobre el betaglicano ha determinado las funciones en las que 

participa al interactuar con TGFβ2 e inhibina, y la obtención del ratón Knockout 

logró demostrar su importancia en el desarrollo embrionario. Sin embargo, debido 

a su unión a otros ligandos y sus múltiples funciones celulares, el mecanismo 

exacto por el cual el betaglicano actúa en situaciones fisiológicas, sus 

implicaciones en la biología del TGFβ y principalmente en biología del desarrollo, 

son todavía desconocidas en gran parte. 

La conservación de características a nivel de gen y la proteína de BG de pez 

cebra con el de mamíferos, permiten validar el estudio del receptor en este modelo 

de desarrollo de vertebrados, lo que nos proporcionará información para comenzar 

a dilucidar a mayor detalle los procesos en los que BG participa durante el 

desarrollo. Para esto es necesario primero determinar la expresión del receptor 

durante el desarrollo embrionario, y contar con las herramientas necesarias para 

llevar a cabo diversos estudios.  

La obtención de anticuerpos policlonales capaces de reconocer el betaglicano de 

pez cebra, será de gran utilidad para la realización de diversas técnicas que 

permitan estudiar la expresión, las características bioquímicas y la función del 

receptor tipo 3 de TGFβ (Betaglicano) durante el desarrollo del pez cebra.   
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5. Objetivo General. 

Determinar la presencia del receptor tipo III de TGF-β durante el desarrollo del pez 

cebra. 

5.1 Objetivos específicos. 
 

1. Identificar y cuantificar el transcrito de betaglicano en diferentes estadios del 

desarrollo embrionario del pez cebra. 

2. Sobreexpresar y purificar el ectodominio de betaglicano de pez cebra. 

3. Inmunizar conejas con el ectodominio de betaglicano de pez cebra para 

obtener un antisuero específico contra el BG de pez cebra. 

4. Titular y caracterizar los anticuerpos obtenidos, en ensayos para detectar el 

BG de pez cebra. 

5. Detectar y caracterizar bioquímicamente al Betaglicano de pez cebra 

durante el proceso de desarrollo embrionario. 
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6. Metodología 

 6.1 Extracción de RNAm 

Se seleccionaron seis estadios de desarrollo para el estudio del desarrollo del pez 

cebra: 8hpf (75% epibolia), 14hpf (10-somitas), 24hpf, 48hpf, 72hpf y 144hpf (6d). 

RNA total fue obtenido por extracción con Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. La concentración del RNA se determinó usando un 

espectrofotómetro NanoDrop. 

6.2 Síntesis de cDNA 

1 µ g de RNA total fue usado para la síntesis del cDNA, usando transcriptasa 

reversa M-MLV (Invitrogen) con oligonucleótidos random (hexámeros Invitrogen) 

durante 50 minutos a 37°C. En todos los casos se puso un control de la reacción 

sin enzima para analizar la contaminación con DNA genómico. 

6.3 Tabla de oligonucleótidos  

Nombre Secuencia (5’-3’) Sentido Uso 

BG037 
CTG AAT TCA AGG ATG ACT CTG TGG 

TCT ACT AC 
Delantero 

RT-PCR 

BG038 
CTG AAT TCT TTT CAG ACA CTG GCG 

GAC AAC TC 
Reverso 

zbActinF01 CGA GCA GGA GAT GGG AAC C Delantero 
qRT-PCR 

zbActinR01 CAA CGG AAA CGC TCA TTG C Reverso 

zBGF03 CAC AAG GAG CCA GAG AGA AAA CG Delantero 

qRT-PCR 
zBGR03 

GGG GAG TTC AGG ATA AAA ACC AGT 
G 

Reverso 

zBG101 aaacatatgGGTCCATTGTCCAGATCTGAC Delantero 
PCR 

zBG102 tttctcgagAGTGACTGGCATGTCGTCAGA Reverso 
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6.4 PCR cuantitativo en tiempo real. 

Se prepararon reacciones de 15 µl de la siguiente manera: 7.5 µl de SYBR green 

mix con Rox (Invitrogen), 1.5 µl del oligonucleótido delantero (2.5 µM), 1.5 µl del 

oligonucleótido reverso (2.5 µM), 1.2 µl de templado y 3.3 µl de agua estéril. El 

templado fue diluido 1:20 y en el caso de NTC (controles sin templado), el cDNA 

se remplazó por agua, así también, se incluyeron controles de RT sin transcriptasa 

reversa. Todos los ensayos de real time fueron hechos por triplicado, a partir de 

experimentos separados. La amplificación fue: 5 min a 95°C, seguida de 40 ciclos 

de: 94°C por 30 s, 58°C por 1 min, y 60°C por 1 min. La expresión del gene se 

calculada usando la fórmula E-ΔΔCt, donde E es la eficiencia de la PCR. La 

expresión de tgfbr3 se normalizó con β-actina. 

6.5 Análisis estadístico. 

El error estándar del promedio (SEM) para cada valor de la expresión relativa del 

gen se calculó como la medida de la variación de los datos. Se utilizó la prueba de 

Fisher para el anñalisis estadístico de los datos. Valores de p ≤ 0.05 se 

consideraron como significativos. 

6.6 Sobreexpresión del ectodomino de betaglicano de pez cebra. 

Se amplificó por PCR un fragmento NdeI-XhoI que codifica para el ectodominio de 

zBG (Gly24 hasta Thr761), que incluye una etiqueta Flag después de la Ser29, en 

el extremo N-terminal. Como se muestra en la figura 10, la construcción también 

contiene una cola de 6 histidinas. Este fragmento se subclonó en el vector pET-

23b (Novagen, Madison WI) que resultó en los plásmidos pET23b+7, pET23b+9 y 

pET23b+10. Las cepas de E. coli BL21 codon plus, que contenían los plásmidos 

pET23b vacío y pET23b+10, se inocularon en medio LB con ampicilina a 37°C en 

agitación constante hasta alcanzar una D.O260. de 0.6. Se añadió IPTG en una 

concentración final de 0.1mM para inducir la sobreexpresión de la proteína 

recombinante de BG y se incubaron a 20°C durante 6 horas en agitación 

constante. 
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6.7 Purificación de la proteína recombinante de BG de pez cebra. 

Para purificar la proteína de 85 KDa, se usó el protocolo descrito por (Mahlawat et 

al., 2012), que permite purificar por afinidad, en condiciones desnaturalizantes, 

proteínas marcadas con una cola de 6 histidinas. En breve, para un cultivo de 2L, 

se obtuvo la pastilla por centrifugación a 12000 rpm y se resuspendió en 75 ml de 

la solución 1 (100mM Tris pH8, 10mM EDTA, 1mM PMSF). Se sonicó la muestra 

durante 1 minuto 5 veces en frío. Se centrifugó a 12000rpm durante 15 min y la 

pastilla se resuspendió en 75 ml de la solución 2 (100mM Tris pH8, 10mM EDTA, 

1mM PMSF, 500mM NaCl); se centrifugó a 12000rpm 10 minutos y se 

resuspendió la pastilla en 75 ml de la solución 3 (100mM Tris pH8, 10mM EDTA, 

1mM PMSF, 0.5% Triton X-100). Se centrifugó a 12000rpm durante 10 min, la 

pastilla se resuspendió en 100 ml de la solución 4 (8M urea, 25mM Tris pH8, 

7.5mM Imidazol, 1mM PMSF, 300mM NaCl) y se dejó agitando a 4°C ON. Al día 

siguiente la muestra se centrifugó a 12000rpm 20min a 4°C y el sobrenadante se 

filtró.  

El sobrenadante se carga en una columna de Ni2+ previamente equilibrada con la 

solución 4. Se realiza un lavado con 30 ml de la solución 4 y se eluye la proteína 

con 50 ml de la solución 4 más 50 ml de la solución 5 (8M urea, 25mM Tris pH8, 

300mM Imidazol, 1mM PMSF, 300mM NaCl) puestas en vasos comunicantes para 

crear un gradiente de imidazol. Se recolectaron fracciones de 3ml y cada fracción 

se analizó por tinción de plata. 

6.8 Tinción de Plata. 

El gel de poliacrilamida se fija en 50%metanol/12% ácido acético/0,0185% 

formaldehído durante toda la noche, se lava 2min en agua, después se lava en 

50% metanol durante 20min 3 veces (3X), y con agua 2 min. Se incuba 1 min en 

tiosulfato, se lava 3X 20seg, se incuba en AgNO3/formaldehído 37% 15 min, 

después se lava con agua 2X 20seg, se incuba en 

NaCO3/Na2S2O3x5H2O/formaldehído 37% hasta obtener la señal deseada. 
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Finalmente se lava en agua 2X 1min y posteriormente en 50%metanol/12% ácido 

acético/formaldehído 37%. 

6.9 Western Blot. 

Las muestras separadas en geles de SDS-PAGE, se transfirieron a una 

membrana de PDVF, previamente activada con metanol durante 1 minuto, durante 

1h30 a 100 V. La membrana se bloquea con TBST 0.1% Tween-Leche 5% 

durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Se incuba con el anticuerpo primario 

(α-Flag 1:5000, α -822 1:5000, α-zfBG 1:6000) durante 1 hora a TA, y se lava 

3X10min con TBST 0.1% Tween. Se agrega el anticuerpo secundario (1:5000) y 

se incuba por 1 hora a TA. Se lava 3X10min con TBST 0.1% Tween, y se revela 

con luminol. 

6.10 Transfección de células COS-1 con DEAE-Dextrán 

Se siembran 500,000 células por caja de 10cm de diámetro, 3 días antes de la 

transfección. Se lavan las células con PBS 1X, y DMEM HG sin suero + 

antibiótico. La mezcla de transfección se prepara con 5 ml de DMEM HG sin suero 

+ antibiótico, 50 µl de cloroquina, 10 µg de DNA y 200 µl de DEAE-Dextrán. Se 

mezcla con vórtex, se le añade a las células y se incuba durante 3 horas a 37 °C. 

Se quita el medio y se agregan 10 ml de DMSO 10% en PBS durante 2 min. Se 

enjuaga con medio DMEM HG sin suero + antibiótico y se sustituye por medio 

completo.  

6.11 Inmunoprecipitación (IP) 

Se toman 300 µg de proteína total y se lleva a un volumen final de 300 µl; se 

añaden 50 µl de suero preinmune y se incuba ON en agitación a 4 °C. Se agregan 

50 µl de proteína G y se incuba 40 min a 4 °C. Se centrifuga a 123000 rpm 20 seg 

y se recupera el sobrenadante; se le añaden 50 µl de los anticuerpos (α-zfBG) y 

se incuban durante 2 h en agitación a 4 °C. Se le añaden 50 µl de proteína G y se 

incuba 45 min a 4 °C. Se centrífuga 20 seg a 12300 rpm y se desecha el 
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sobrenadante; la pastilla se lava 3X con PBS Triton 0.1% SDS 0.02% + PMSF, se 

le agrega Buffer de Laemmli 4X + DTT y se hierve a 94°C 5 min. 

6.12 Detección del BG endógeno de embriones de pez cebra. Ver 
esquema a continuación.  

 

I. Obtención de proteína total de embriones de pez cebra (pasos 1-2). 

Los embriones del estadio deseado se decorionaron manualmente y se colocaron 

entre 150-200 embriones en tubos de 1.5 ml; se les retira el agua, se les añade 

buffer desvitelinizante (NaCl 55 mM, KCl 1.8 mM, NaHCO3 1.25 mM) y mediante 

pipeteo se retira el vitelo. Se centrifuga a 3000 rpm por 15 seg, y se lavan 2X con 

bufffer de lavado (NaCl 110 mM, KCl 3.5 mM, CaCl2  2.7 mM y Tris Hcl 10 mM pH. 

8.5). Se resuspenden en 350 µl de buffer de lisis (TNTE 0.5% + PMSF) y con 

Politrón se da un pulso continuo a la menor velocidad durante 1 min. Se centrifuga 

a 13200 rpm durante 15 min a 4 °C y se recupera el sobrenadante. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Bradford. 

II. Marcado por afinidad en extractos de pez cebra (pasos 3-7). 

Se toman 500 µg de proteína total y se lleva a un volumen final de 500 µl con TBS 

0.1% Triton 100-X; se añaden 150 pM de 125I-TGFβ-2 y se incuba 2h en agitación 
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a 4 °C. Se agregan 5 µl del anticuerpo #31 o suero preinmune y se incuban toda la 

noche (ON) en agitación a 4 °C. Se le añaden 50 µl de proteína G y se incuba 50 

min a 4 °C. Se centrifuga 20 seg a 12300 rpm y se desecha el sobrenadante, la 

pastilla se lava 3X con PBS adicionado de Triton 0.1% y SDS 0.02% (Solución de 

lavado). La pastilla se resuspende en 250 µl de solución de lavado y se añaden 

1.5 µl de DSS (10 mg/ml DMSO) y se incuba 15 min a 4 °C. Se añaden 500 µl de 

solución de lavado + 25 mM Tris pH 7.4. Se centrifuga y la pastilla se resuspende 

en 30 µl de buffer de Laemmli 4X + DTT y se hierve 5 min a 94 °C. Las muestras 

se llevan al contador-gamma y posteriormente se corren en geles de SDS-PAGE 

al 6%. El gel se fija durante 30 min en 50%metanol/12% ácido 

acético/formaldehído 37%,  se lava 1x con agua durante 15 minutos y se seca a 

80°C durante 1 hora. El gel se expone en pantalla blanca y se revela usando 

Molecular Dynamics Thyphon Phosphorimager. 

6.13 Tratamiento enzimático con Condroitinasa y Heparitinasa 

Después de realizar el marcado por afinidad y la inmunoprecipitación del receptor, 

la pastilla de Proteína G de 4 tubos, se resuspende en 250 µl de buffer de 

digestión (10mM Tris-HCl pH7.5, 50mM C2H3NaO2 pH7.5, 2.5mM CaCl2, 0.1% 

Triton X-100, 0.01% BSA y 1mM de inhibidores de proteasas), se mezclan y se 

vuelven a repartir en 4 tubos. Se centrifugan, se elimina el sobrenadante y se 

resuspenden en 100 µl de buffer de digestión solo, con 200 mU de Condroitinasa 

ABC, 200 mU de Heparitinasa o ambas. Se incuban a 37 °C durante 12 horas y la 

reacción se detiene añadiendo 25 µl de buffer de Laemmli 4x + DTT e hirviendo 5 

min a 94 °C. Las muestras se llevan al contador-gamma y posteriormente se 

corren en geles de SDS-PAGE al 6%. El gel se fija durante 30 min en 

50%metanol/12% ácido acético/formaldehído 37%,  se lava con agua durante 15 

minutos y se seca a 80°C durante 1 hora. El gel se expone en pantalla blanca y se 

revela usando Molecular Dynamics Thyphon Phosphorimager. 



	  
25	  

7. Resultados.  
 

7.1 Expresión del ARNm de Betaglicano en pez cebra. 

Con el propósito de determinar la presencia del RNA mensajero de Betaglicano en 

diferentes estadios del desarrollo del pez cebra, se realizaron experimentos de 

RT-PCR en 6 estadios diferentes del desarrollo 5hpf (50% epibolia), 8hpf (75% 

epibolia), 14hpf (10-somitas), 24hpf, 48hpf, 72hpf y 144hpf (6d)). Los resultados 

muestran que el RNAm de betaglicano es capaz de detectarse en bajo nivel a 

partir de las 8hpf; y en mayor nivel a partir de las 14 hpf y hasta las 144 hpf (Figura 

7). La detección del RNAm a partir de las 8 hpf, nos sugiere que el transcrito es de 

origen cigótico y no materno.  (Figura 7.) 

 

Figura 7. RT-PCR de betaglicano para 7 estadíos diferentes del desarrollo del pez 

cebra. Se usó a β-actina como control positivo de la RT-PCR y como control negativo se 

utilizó una reacción de RT sin transcriptasa reversa. BG3’: producto de la región 3’ del 

RNAm. Imagen representativa de al menos 3 experimentos independientes. 

 

Con el fin de conocer, no solo la presencia del transcrito de betaglicano, sino 

también las diferencias en los niveles de expresión del transcrito de BG en cada 

uno de los estadíos analizados, se realizaron experimentos de PCR en tiempo 

real. Se comenzó con la estandarización de la PCR para betaglicano y β-actina, el 

cual sirvió para normalizar los datos de expresión de betaglicano.  

Se utilizó una dilución seriada del templado de RNA (1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000, 

1:10000) para la determinación de la eficiencia de amplificación de los 

oligonucleótidos utilizados. Para determinar la eficiencia de amplificación se 

calcula el promedio de los valores de la señal de fluorescencia a un Ct (cycle 
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threshold) determinado, de los triplicados de cada serie de dilución y se grafican 

contra el logaritmo de la concentración (Figura 8 A. y B.). En ambos casos, la 

pendiente fue menor a -3.32, que es el valor al cual se espera un incremento de 

10 veces la cantidad del amplicón  durante la fase exponencial de la PCR y tener 

un 100% de eficiencia.  

 Para que las expresiones de 2 genes, en este caso el gen de referencia (β-actina) 

y nuestro gen problema (betaglicano), puedan ser comparables, la eficiencia de 

amplificación de los 2 pares de oligonucleótidos debe ser igual o muy similar. Para 

saber si esto aplicaba para nuestras reacciones, se realizó una gráfica de 

comparación de eficiencias; donde se calculó el ΔCt (Ct del gen problema – Ct del 

gen referencia) para cada uno de los factores de dilución. Estos valores se 

volvieron a graficar contra el logaritmo de concentración y se determinó la 

pendiente de la recta resultante (Figura 8C).  

 

	  

Figura 8. Estandarización de la qRT-PCR. Graficación del valor de fluorescencia para 

cada PCR ( A. Betaglicano y B. Actina) en un ciclo seleccionado empiricamente (Ct) y en 

cada una de los diluciones usadas contra el logaritmo de la concentración de cDNA. C. 
Comparación de las eficiencias de amplificación para ambas reacciones de PCR. 
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Al graficar los valores de ΔCt, se obtuvo un valor de pendiente de -0.077, que se 

encuentra dentro del rango permitido para la comparación de las eficiencias (-0.1 y 

0.1). A partir de estos datos se calculó la eficiencia de amplificación, mediante la 

siguiente fórmula: E=(10-1/m -1) X 100 = 76.867 %. Obteniendo la eficiencia 

promedio de las dos reacciones se prosiguió a definir la fórmula a utilizarse para 

los cálculos de expresión relativa mediante la siguiente fórmula: 

 1+E-ΔΔCt = 1.76-ΔΔCt.   

con la cual se obtuvieron todos los datos de expresión relativa de betaglicano.  

 

Figura 9. Niveles de expresión del gen de betaglicano durante diferentes estadíos 

del desarrollo del pez cebra. Los resultados están expresados como el promedio de tres 

experimentos independientes ± SEM. (*) indican una p≤0.05. 

Los resultados muestran que a las 8 hpf el RNAm de BG comienza a expresarse 

en muy bajo nivel, y aumenta su nivel de expresión para las 14 hpf; el cual se 

mantiene hasta las 48 hpf sin variaciones considerables. Para las 72 hpf y las 144 

hpf el nivel del transcrito de BG aumenta significativamente (1.5 y 2.5 veces 

respectivamente) en comparación al nivel del RNAm presente a las 48hpf (Figura 

9).  
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7.2 Sobreexpresión y purificación del ectodominio de betaglicano de 
pez cebra (zBG). 

Con base en los resultados de la RT-PCR-cuantitativa, decidimos determinar por 

igual la presencia y niveles de la proteína de BG durante el desarrollo; sin 

embargo, los anticuerpos existentes contra BG de rata y humano no tienen una 

reacción cruzada con el del pez cebra. Por esta razón nos dimos a la tarea de 

desarrollar anticuerpos policlonales específicos para el BG de esta espcie. Para 

ello fue necesario obtener una proteína recombinante que sirviese como antígeno. 

Con ese fin, se hizo un vector para la expresión en bacterias del ectodominio del 

BG de pez cebra, denominado eBG de aquí en adelante.  

 

Figura 10. Esquema de eBG recombinante. El fragmento del ectodominio de BG se 

clonó en el vector pET23b+ en los sitios NdeI y XhoI, de tal forma que se produzca la 

proteína eBG de 751 aa., y que abarca del residuo 24 hasta el 761 de la región 

extracelular de zBG; además de contener una etiqueta FLAG en el N-terminal y un 

etiqueta 6His en el C-terminal. 
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Esta construcción se hizo amplificando por PCR un fragmento de 2235 pb, que 

codifica desde la Gly24 hasta la Thr761 del ectodominio del Betaglicano de pez 

cebra. Como templado se utilizó el plásmido FLT17wt, que codifica para la versión 

completa de betaglicano del pez marcado con un epítope Flag, de ahí que eBG lo 

tenga después de la Ser29. El fragmento de PCR se subclonó en el vector 

pET23b, de tal forma que codificara para la región de eBG seguida de 6 His en la 

región C-terminal, con un peso esperado de 85 KDa (Figura 10),  bajo el promotor 

bacteriano del operon de lac, por lo que  su expresión fuese inducible con IPTG 

(isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido).  

Usando 3 clonas diferentes de la misma construcción (P+7, P+9 y P+10) se 

iniciaron los ensayos de  sobreexpresión de la proteína en cultivos de E. coli BL21 

codon plus a 37°C durante 2h y 20h. Bajo estas condiciones no se observó la 

inducción de eBG por tinción de Coomassie en ninguna de las 3 clonas (Figura 

11A), por lo que se decidió utilizar al epítope Flag para determinar si eBG se 

estaba expresando.  Los experimentos de Western blot (WB) mostraron la 

expresión de una proteína en bajas concentraciones y parcialmente degradada en 

las 3 clonas, quizás debido al alto número de cisteínas presentes en el 

ectodominio, que aumentaba con el tiempo de inducción (Figura 11B). 

Con el fin de disminuir la cantidad de proteína degradada presente en los ensayos 

de sobreexpresión, se decidió probar nuevas temperaturas de inducción, 20°C y 

30°C durante un periodo corto (3h). El resultado de los ensayos permiten observar 

una baja cantidad de proteína, incapaz de ser detectada por tinción de Comassie, 

pero sí por WB, que  mostró que a 20°C la proteína se mantiene mayormente 

intacta a diferencia del extracto a 30°C, que continúa presentando gran parte de la 

proteína degradada (Figura 12A.). Usando estas mismas condiciones se probó 

sonicar las muestras de cultivo bacteriano para tratar de romper cualquier cuerpo 

de inclusión que pudieran estar agregando a las proteínas. Lo que observamos fue 

un barrido de proteína por arriba del peso esperado en todos los carriles donde se 

indujo la proteína, esto quizás fue debido a que el proceso de sonicado produjo 
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una agregación de la proteína, lo que modificó su patrón migración electroforético 

(Figura 12B). 

 

 

Figura 11. Sobreexpresión del ectodominio de BG de pez cebra. A. Tinción de 

Coomassie para detectar la sobreexpresión de la proteína recombinante en las diferentes 

clonas. B. Ensayo de WB, usando α -Flag (1:2000) para detectar a la proteína 

recombinante, en los ensayos de sobreexpresión. Para ambos experimentos se utilizó el 

vector vacío (P) como control negativo y tres clonas para el eBG (P+7, P+9 y P+10). Se 

cultivaron en tres condiciones diferentes; sin presencia de IPTG (control) y en presencia 

de IPTG durante 2h (+IPTG2h) y 20h (+IPTG 20h) a 37°C. Imagenes representativa de al 

menos 3 experimentos independientes 
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Figura 12. Western Blot de ensayos de sobreexpresión del ectodominio de BG. A. 

Muestras de cultivo bacteriano inducido a diferentes temperaturas. B. Muestras del 

sobrenadante de los cultivos sonicados. Para ambos experimentos se utilizó el vector 

vacío (P) como control negativo y tres clonas para el eBG (P+7, P+9 y P+10). Se 

cultivaron en tres condiciones diferentes; sin presencia de IPTG (control) y en presencia 

de IPTG durante 3h a 20°C (+IPTG20°C) y 30°C (+IPTG 30°C). Anticuerpo α-Flag 1:2000. 

Imagen representativa de al menos 2 experimentos independientes. 

 

Bajo la misma hipótesis de que la proteína inducida se encontraba en cuerpos de 

inclusión, se decidió realizar un procedimiento de purificación a partir de ellos. En 

un primer ensayo se decidió analizar la estabilidad de la proteína al proceso de 

purificación que se utilizaría, y para fines prácticos se decidió analizar solo la clona 

P+10. El ensayo de purificación de cuerpos de inclusión se realizó a 4 diferentes 

tiempos de inducción, a 20°C. El resultado de WB mostró una eficiente purificación 

de los cuerpos de inclusión que contienen a nuestra proteína recombinante, al 
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estar presente solo en la fracción insoluble de las muestras (pastillas) y no en los 

sobrenadantes. Así también, mostró que conforme se avanza en el proceso de 

purificación la estabilidad de la proteína se ve afectada y aumenta la degradación 

de nuestra proteína (Pastilla 1 y Pastilla 2 Figura 13). 

 

Figura 13. Estabilidad del eBG recombinante  durante el proceso de purificación de 

cuerpos de inclusión. Se analizaron muestras del proceso de purificación de cuerpos de 

inclusión. Como control negativo se usó el vector vacío (C), y del vector pET23+10 se 

usaron 4 tiempos de inducción con IPTG (3h, 6h, 12h y 24h). Para cada tiempo de 

inducción se cargaron 10 µl del cultivo total (Cultivo), 10 µl del cultivo lisado por 

sonicación (sonicado t.), 10 µl del sobrenadante (sobrenadante 1) y de la pastilla (Pastilla 

1) después del tratamiento con la solución 1 y posterior centrifugación, y 10 µl del 

sobrenadante (sobrenadante 2) y la pastilla (Pastilla 2) después del tratamiento con la 

solución 2 y posterior centrifugación.  WB α-Flag 1:2000. Número de experimentos= 1 
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Los ensayos anteriores mostraron que los niveles de inducción de la proteína 

recombinantes de eBG eran bajos, además de ser poco estable a la temperatura y 

procesos de sonicación. Sin embargo, se decidió realizar el ensayo de purificación 

por cromatografía de afinidad utilizando un volumen grande de cultivo. Se realizó 

un cultivo de 2 litros, que se indujo con 0.1mM de IPTG a 20°C durante 6 horas. 

La pastilla se resuspendió en el buffer de lisis (solución 1), se sonicó y la pastilla 

obtenida (cuerpos de inclusión) se lavó con buffers de lavado (solución 2 y 3) y se 

resuspendieron en un buffer desnaturalizante (solución 4). La solución se cargó en 

una columna de afinidad de iones metálicos inmovilizados (Ni 2+) y la proteína eBG 

se eluyó en un gradiente de imidazol y se recolectaron fracciones de 3 ml, las 

cuales se analizaron por tinción de plata para saber las fracciones que contenían a 

la proteína (Figura 14). 

El análisis de las fracciones mostraron que nuestra proteína de interés se pegó a 

la columna de Ni2+, y que eluyó en múltiples fracciones de elución recolectadas. 

Como era de esperarse la proteína purificada presentaba degradación, pero  

debido a la gran cantidad de fracciones recolectadas se pudieron obtener 

muestras que solo contenían a la proteína recombinante intacta. Se decidió 

entonces, concentrar la proteína purificada en 2 grupos (pools), el primero con una 

gran cantidad de proteína pero con alto nivel de degradación (fracciones 15-21), y 

el segundo con menor cantidad de proteína pero que aparentemente no contenía 

proteína degradada (fracciones 22-26) (Figura 14). 
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Figura 14. Purificación del eBG. Se muestra el proceso de elución del eBG, se 

analizaron  por tinción de plata las fracciones, lisado total y los lavados de la columna de 

la cromatografía de afinidad. Se cargaron 20 µl de las fracciones de elución 15 hasta la 36 

obtenidas durante la purificación de eBG. Las fracciones 15-21 se mezclaron 

posteriormente para obtener el Pool 1 de eBG, y las fracciones 22-26 se mezclaron para 

obtener el Pool 2 de eBG. Como control de la cromatografía se cargaron 20 µ l del 

sobrenadante 4 antes de cargarlo en la columna (Antes), 20 µ l del sobrenadante 4 que 

salió de la columna (Después), y 20 µl de la solución 4 usada para lavar la columna antes 

de la elución (Lavado). Número de experimentos= 1 
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Figura 15. Caracterización de los Pools 1 y 2 del eBG purificado. Tinción de azul de 

coomassie (A) y WB α-Flag (B). En ambos casos se analizaron concentraciones 

crecientes de la proteína para observar su pureza; para el ensayo de Azul de coomassie 

se cargarón desde 1 hasta 5 µg del Pool 1 y 2. Para el ensayo de WB se hicieron 

diluciones de eBG para tener en el gel desde1000 ng hasta 10 ng de la proteína. α-Flag 

1:2000. Número de experimentos= 1 

 

En total se obtuvieron 22.176 mg de proteína del pool 1 y 6.227 mg de proteína en 

el pool 2. Ambos se analizaron por tinción de Coomassie y WB para determinar la 

calidad de la proteína obtenida, y en ambos ensayos se analizaron 

concentraciones crecientes de la proteína. Como se puede observar en la Figura 

15, el pool 1 muestra en ambos ensayos que existe una proteína secundaria de 

aproximadamente 42 kDa que es el resultado de la degradación de nuestra 

proteína por la manipulación durante el proceso de purificación, y que debe 
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corresponder al dominio carboxilo de la proteína, pues éste contiene las 6 

histidinas que permiten la unión de la proteína a la columna de cromatografía. Por 

otra parte el pool 2, en ninguno de los dos ensayos muestra ningún fragmento 

diferente al esperado, por lo que nos aseguramos de que toda nuestra proteína se 

encontraba intacta. Con lo observado en estos ensayos decidimos ocupar la 

proteína de el pool 2 para la inmunización y obtención de anticuerpos policlonales. 

 

7.3 Obtención de anticuerpos policlonales. 

El siguiente paso fue el desarrollo de anticuerpos policlonales anti BG de pez 

cebra. Se eligió inducir una respuesta inmunitaria en conejo debido a la gran 

cantidad de sangre y suero que se pueden obtener de este animal, en 

comparación de otros como ratón, cuyo o rata.  

Se diseñó un esquema de inmunización para cada una de las 2 conejas que se 

utilizaron. Para la coneja 30 las inmunizaciones se realizaron cada 15 días y en el 

caso de la coneja 31, éstas se realizaron cada 30 días, con el fin de lograr mayor 

especificidad de los anticuerpos. Para ambas conejas, 7 días posteriores a cada 

inmunización se obtuvo suero para monitorear la producción de anticuerpos IgG 

contra nuestro antígeno, así como su especificidad, en ensayos tipo WB. Después 

de la 4ta inmunización, las conejas se sangraron a blanco para la obtención del 

suero sanguíneo total (Figura 16). El primer paso fue la obtención de suero 

sanguíneo días antes de la primera inmunización con el fin de utilizarlo como 

control negativo en los ensayos de WB, el llamado suero “pre-inmune”.  

Las inmunizaciones se realizaron con 500 µg de eBG proveniente de la fracción 2, 

la cual cabe mencionar se encontraba en estado de desnaturalización debido a la 

alta concentración de urea del buffer de elución. La primera inoculación se realizó 

con adyuvante completo de Freund, el cual contiene partículas de Mycobacterium 

tuberculosis, y las siguientes 3 inoculaciones se realizaron usando adyuvante 

incompleto.  
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Figura 16. Esquema de inmunización. Se diseñó un esquema de 4 inoculaciones del 

eBG en conjunto con adyuvante para promover una respuesta inmune. Los días de 

inoculación variaron para cada coneja. 

 

El suero obtenido después de cada inoculación se probó en ensayos de WB para 

monitorear la producción de anticuerpos y determinar su especificidad de 

reconocimiento de nuestro antígeno. Para este fin, el suero se retó en ensayos de 

WB contra lisados totales de E. coli con el vector vacío, la clona de E. coli que 

sobreexpresa la proteína eBG, y la proteína de eBG ya purificada (Figura 17). Los 

resultados mostraron que posterior a las 4 inmunizaciones, ambas conejas 

produjeron anticuerpos policlonales, que en ensayos de WB son capaces de 

reconocer específicamente a la proteína recombinante eBG. El suero 4 de ambas 

conejas no reconoce ninguna proteína presente en el lisado de bacterias con el 

vector vacío, y dan señal en el lisado correspondiente a la sobreexpresión de la 

proteína recombinante, que se muestra como un barrido en el caso del suero de la 

coneja 30,  o como una banda única en el suero de la coneja 31. Ambos sueros 

reconocen 30 ng de eBG de pez cebra purificado, y es un reconocimiento 

específico de los anticuerpos, ya que como control se usó el suero pre inmune, el 

cual, no reconoce ninguna proteína presente en ninguna de las tres muestras 
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analizadas.  Esto nos confirmó que se obtuvieron anticuerpos policlonales 

específicos contra Betaglicano de pez cebra. 

 

Figura 17. Especificidad de los anticuerpos policlonales contra eBG. Los sueros 

obtenidos (4to suero y suero preinmune) de las conejas #30 y #31, se probaron en 

ensayos de WB contra muestras de cultivo inducido con IPTG del vector vacío (pET23b) y 

de la clona pET23b+10; además de 30 ng de la proteína eBG. Dilución del suero 

1:50,000. Número de experimentos= 2 

 

Una vez comprobado que los anticuerpos reconocían a la proteína eBG, se 

prosiguió con la titulación de los anticuerpos para determinar la dilución capaz de 

detectar la menor cantidad del antígeno. Para esto se realizaron en un primer 

experimento 2 diluciones del anticuerpo (1:50,000 y 1:25,000) que se retó con 

diluciones seriadas de la proteína eBG purificada, desde 300 ng hasta 18.5 ng. 

Este experimento mostró que el suero 4 de la coneja 30 reconoce hasta 150 ng de 

la proteína en ambas diluciones, mientras el suero 4 de la coneja 31 reconoce 
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hasta 70 ng de la proteína (Figura 18). En un segundo ensayo se disminuyó las 

diluciones ensayadas de los sueros (1:12000, 1:6000 y 1:3000), así como, la 

cantidad de la proteína utilizada (30-3.75 ng). A una dilución de 1:12000 ambos 

sueros (30 y 31) son capaces de reconocer 30 ng de la proteína; mientras que a 

1:6000 el suero 4 de la coneja 31 logra reconocer hasta 15 ng de la proteína eBG 

purificada  y el suero 4 de la coneja 3º solo reconoce 30 ng (Figura 18). En una 

menor dilución los anticuerpos no mejoran su capacidad de reconocer al antígeno 

y presentan una mayor cantidad de fondo; por lo que de aquí en adelante  se 

utilizó el suero 4 de la coneja 31 (S #31) para los ensayo de WB en una dilución 

de 1:6000. 

 

Figura 18. Titulación de los sueros obtenidos contra eBG. Se probaron los sueros 4 

de las conejas #30 y #31 en 3 diluciones distintas (1:50.000, 1:25.000 y 1:6000) en 

ensayos de WB. Como muestra se hiceron diluciones seriadas de la proteína eBG, de 300 

ng hasta 18.5 ng para las dos liluciones mas grandes y de 30 ng a 3.75 ng para la dilución 

más pequeña (1:6000). Para todos los casos se usó un carril sin muestra como control 

negativo. Número de experimentos= 2 



	  
40	  

 

Figura 19. Sobreexpresión del receptor de BG  de pez cebra en células COS-1. Los 

lisado totales de Células COS-1 transfectadas con los plásmidos indicados se usaron en 

ensayos de WB e IP para probar la especificidad del suero #31. Plásmidos: BG de zebra 

silvestre (wt) y mutada Ser522Ala (ΔG), así como la versión de rata de BG (rBGwt) y el 

vector vacío como control negativo (pCMV5). Panel A con α-Flag (1:2000), panel B contra 

S #31 (1:6000) y. Panel C, IP S #31 (1:6000) y WB α-Flag (1:2000). Número de 

experimentos= 2 

 

En todos los ensayos anteriores, los sueros obtenidos se retaron contra la proteína 

recombinante del ectodominio de BG, por lo cual, nos preguntamos si los 

anticuerpos obtenidos serían capaces de reconocer al receptor endógeno, pues 

dentro de la secuencia del ectodomino de BG se encuentra también la secuencia 

para el epítope Flag. Para responder esta pregunta se decidió realizar la 

sobreexpresión, en células COS-1, del receptor de BG de pez cebra, tanto 

silvestre (FLT17wt), como su versión ΔG (FLT17gl, mutado en la Ser 522, incapaz 

de unir a las cadenas GAG’s) con epítope Flag. Como control negativo se usó el 

vector pCMV5 vacío, y como control positivo para Flag el receptor silvestre de BG 

de rata (HA-rBG-Flag, que contiene epitopes de HA y Flag en los extremos amino 

y carboxilo, respectivamente, ver figura 1A de Velazco-Loyden). El resultado de 
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los ensayos de WB mostró primero que el anticuerpo contra Flag solo reconoce a 

los receptores zBG ΔG y rBG como era de esperarse; mientras que el suero 31 

solo detecta a las dos formas del receptor  de zBG y no al de rata (Figura 19). Este 

ensayo permitió descartar la presencia de anticuerpos contra la secuencia Flag en 

el suero 31, el cual reconoce específicamente al ectodominio de zBG. Con los 

resultados obtenidos, se decidió utilizar los anticuerpos en ensayos de 

inmunoprecipitación (IP), y los resultados mostraron nuevamente que los 

anticuerpos solo reconocen a BG de pez cebra silvestre y mutada ΔGAG (Figura 

19, panel C).  

 

Figura 20. Ensayo de unión por marcado por afinidad en células COS-1. Las células  

se transfectaron con plásmidos para las versiones zBG silvestre (carriles 1 y 4), zBG 

ΔGAG (carriles 2,5,7 y 8) y BG de rata (carriles 3 y 6). Se sometieron a IP contra el suero 

preinmune (pre#31), el suero #31 (S #31), α -821 o α -Flag en una dilución 1:100 para 

todos los casos. El S #31 es capaz de inmunoprecipitar a las versiones wt y ΔGAG de 

zBG (carriles 4 y 5) pero no a BG de rata. El anticuerpo α -821 fue igual capaz de 

inmuprecipitar a zBG (carril 7). Número de experimentos= 1 
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Como parte de los ensayos realizados con el suero 31, se realizó por igual el 

ensayo de unión por marcado por afinidad en placa, en células COS-1 

transfectadas con los vectores FLT17wt, FLT17gl y HArBGFlag. Se usaron como 

controles del ensayo el suero pre-inmune (pre #31), el anticuerpo α-Flag para 

verificar la correcta realización del experimento y el anticuerpo 821 diseñado 

contra el dominio citoplasmático de BG de rata. El resultado del experimento 

muestra que el suero pre-inmune no precipita nada (Figura 21, carriles 1-3), y que 

el suero 31 precipita a los receptores zBGwt, zBGΔGAG y no así a rBG (Figura 20, 

carriles 4,5 y 6 respectivamente) como ya se había mostrado anteriormente; pero 

para nuestra sorpresa el anticuerpo 821 precipitó a zBGΔG casi tan bien como el 

anticuerpo obtenido específicamente para zBG y más que el anticuerpo α -Flag 

(Figura 20) , esto debido a que la región citoplasmática de ambos receptores 

tienen una similitud del 90% en su secuencia primaria.  

 

7.4 Detección del Betaglicano endógeno de pez cebra (zBG). 

Dirigiéndonos al objetivo inicial de la obtención de los anticuerpos, se realizó la 

obtención de proteína total de embriones de pez cebra de 72 hpf con diferentes 

tipos de detergentes para los buffers de lisis, Triton 0.5% (TNTE), NP40 0.5% y  

Triton 0.5% + ácido deoxicólico (RIPA). Se cargaron hasta 80 µg de proteína total 

de embrión para los ensayos de WB, y como control positivo se usó el receptor 

zBG silvestre, sobreexpresado en células COS-1. Sin embargo, bajo ninguna de 

las tres condiciones fue posible observar la presencia del receptor endógeno. Este 

resultado nos llevó a proponer que la cantidad de BG presente en los embriones 

era muy baja y las cantidades usadas de proteína para el WB no permitían 

alcanzar el límite de detección del suero #31, aunado al hecho de que el receptor 

de BG es un proteoglicano y las cadenas GAG’s interfieren con el proceso de 

transferencia.  Lo que decidimos a continuación fue encontrar otro método por el 

cual se pudiera detectar al receptor de BG endógeno de pez cebra, con base en 

los hallazgos obtenidos anteriormente, como la especificidad del anticuerpo y su 

capacidad de inmunoprecipitar al receptor. 
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Para poder detectar al BG endógeno de pez cebra, recurrimos a la capacidad de 

unir con alta afinidad a TGF-β2 descrita para el BG de mamíferos y a la 

especificidad del suero #31 para detectar a zBG. Debido a la sensibilidad que 

tienen los ensayos de unión por marcado por afinidad se decidió realizar 

modificaciones al protocolo que se tenía para placas de cultivo celular, y se realizó 

el ensayo en solución utilizando I125-TGFβ2. Ver apartado 6.11.  

 

Figura 21. Ensayo de unión por marcado por afinidad con I125-TGF-β2. Para este 

ensayo se usó proteína de 2 estadios del desarrollo del pez cebra 48hpf y 72hpf. Los 

embriones se lisaron con Buffer TNTE y para un grupo de embriones se sustituyó el 

detergente Triton X-100 por NP40. Para la inmunoprecipitación se usó el suero #31 (α-

zfBG) o el anticuerpo α-822 contra el BG de rata. Número de experimentos= 1 

 

El primer ensayo realizado demostró por primera vez la presencia del receptor tipo 

III de TGFβ en el pez cebra; así también, demostró la capacidad del receptor de 

BG de pez cebra para unir TGFβ2, y la especificidad del suero #31 para detectar a 

zBG silvestre.  La imagen del ensayo mostró el típico patrón de corrimiento para 
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los BG de otras especies: un core, o receptor sin cadenas GAG’s, N-glicosilado de 

aproximadamente 140 kDa y un proteoglicano con GAGs que le confieren una alta 

heterogeneidad de tamaño, lo cual quedó demostrado con el barrido en la señal  

por arriba del marcador de 200 kDa (Figura 21). También en este experimento se 

pudo observar, que los niveles de proteína de BG presentes a las 72 hpf son 

mucho mayores a los presentes a las 48 hpf.  

 

Figura 22. Niveles de la proteína de BG durante el desarrollo del pez cebra.  Los 

niveles de BG a las 72 hpf son al menos 4 veces mayores a los presentes a las 24 y 48 

hpf, lo cual dificulta su detección. Se analizaron 3 estadios diferentes del desarrollo del 

pez cebra, 24hpf (carril 2), 48hpf (carril 3) y 72hpf (carril 1 y 4). Para la IP se usó el suero 

#31 (S #31) y como control negativo el suero preinmune (pre #31, carril 1), ambos en una 

dilución 1:100. Número de experimentos= 2 
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Nuestro siguiente objetivo fue determinar los niveles de expresión del receptor de 

BG durante el desarrollo del pez cebra; para esto se decidió realizar el ensayo en 

tres etapas del desarrollo 24hpf, 48hpf y 72hpf. El resultado mostró que los niveles 

de BG a las 24hpf y 48hpf son muy bajos a comparación de los presentes a las 

72hpf (Figura 22). Los niveles de expresión obtenidos por este método son 

cualitativos, pero la cuantificación de la intensidad de la señal en la región del core 

así como la de las cadenas GAG’s de dos experimentos independientes, arrojaron 

que a las 72hpf se expresa al menos 4 veces más BG que en los estadios 

anteriores.  

 

7.5 Determinación del tipo de GAGs en BG endógeno de pez cebra. 

Para identificar las cadenas de GAG’s presentes en el BG de pez cebra, se 

decidió realizar un tratamiento enzimático a los receptores con Heparitinasa y 

Condroitinasa, y liberar las cadenas del receptor. Se eligieron estas enzimas, 

debido a que el heparán sulfato y el condroitin sulfato son los glicosaminoglicanos 

presentes en el BG de rata. Para la caracterización de las cadenas GAG’s se 

decidió comenzar con la caracterización del receptor en condiciones de 

sobreexpresión en células COS-1 (Figura 23). El receptor inmunoprecipitado se 

incubó con Heparitinasa, Condroitinasa o ambas enzimas y como control se tuvo 

al receptor sin tratamiento; además se tuvieron otros controles como la 

transfección con el vector vacío (Figura 23, carriles1-4) y la transfección con  

zBGΔG (Figura 23, carriles 9-12),  bajo las mismas condiciones de tratamiento 

enzimático.  El resultado del experimento, muestra que el receptor silvestre con el 

tratamiento de condroitinasa presenta un muy sutil aumento de la intensidad en la 

banda correspondiente al core de BG, y principalmente en la banda de 

aproximadamente 240 kDa, que está presente igualmente en la construcción de 

zBGΔG y que corresponde a un dímero de BG resultado del proceso de 

entrecruzamiento realizado durante el proceso del marcado por afinidad. Por el 

contrario el receptor silvestre tratado con heparitinasa presenta un claro aumento 

en la intensidad de la bandas correspondientes al core y dímero de BG. El 
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tratamiento con ambas enzimas mantiene la intensidad de ambas bandas, por lo 

que demuestra que en el caso del BG de pez cebra expresado en cultivo celular, 

el principal componente de las cadenas GAG’s es el heparan sulfato, como ya se 

había reportado para rBG; sin embargo a comparación de este último presenta 

una disminuida cantidad de condroitin sulfato.  

 

Figura 23. Tratamiento enzimático con Heparitinasa y Condroitinasa de las 

construcciones de zBG. Se realizaron tratamientos enzimáticos para determinar la 

identidad de los glicosaminogluganos presentes en el BG de pez cebra. Se transfectaron 

células COS-1 con el vector vacío (cmv5), zBG silvestre (zBG wt) o con zBG ΔGAG 

(zBGΔG). El inmuprecipitado para los tres casos se trató con Condroitinasa (carriles 

2,6,10), heparitinasa (carriles 3,7,11), ambas (carriles 4,8,12) o solo con buffer de 

digestión como control negativo (carriles 1,5,9). Número de experimentos= 2 

 

Debido a la posibilidad en la falta de actividad de la enzima de condroitinasa, 

durante los ensayos, se decidió realizar nuevamente el experimento, pero esta 

vez, teniendo como controles positivos a rBG transfectado en células COS-1 

(Figura 24) y al BG endógeno de la línea celular Rat-1 (Figura 25).  
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Figura 24. Tratamiento enzimático de los receptores de rBG y zBG. Tratamientos 

enzimáticos a los BG’s de rata y de pez cebra sobreexpresados en células COS-1 para 

comparar la composición de las cadenas GAG’s presentes en cada uno de los receptores 

en ensayos de marcado por afinidad.  Los inmunoprecipitados fueron tratados con 

Condroitinasa (carriles 2,6), heparitinasa (carriles 3,7), ambas (carriles 4,8) o solo con 

buffer de digestión como control negativo (carriles 1,5). Número de experimentos= 1 

 

Los experimentos muestran que con el tratamiento de condroitinasa, el core de BG 

de rata aumenta visiblemente tanto en el experimento de transfección (Figura 24, 

carril 2) como con el rBG endógeno (Figura 25, carril 2), pero se mantiene igual en 

el caso del BG de pez cebra. Como puede observarse, el tratamiento con 

heparitinasa sigue teniendo el mismo efecto tanto con el BG de rata como el BG 

de pez cebra, donde se ve más pronunciado el aumento de la banda del core 

(Figura 24, carriles 3 y 7; Figura 25, carril 3). Para el caso del tratamiento con 

ambas enzimas, el aumento de la intensidad de banda del core corresponde a la 

adición de la intensidad de banda de los tratamientos con las enzimas por 

separado con el rBG, mientras que, para el caso de zBG el aumento no muestra 

un incremento substancial con respecto al tratamiento solo con heparitinasa. Estos 

experimentos demuestran que el BG de pez cebra sobreexpresado en células 

COS-1, presenta cadenas GAG’s formadas principalmente por heparán sulfato. 
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Figura 25. Tratamiento enzimático para el BG de células Rat-1. Tratamiento 

enzimáticos al BG endógeno de células en cultivo para determinar la composición de las 

cadenas GAG’s presentes en el receptor.  El BG se inmunoprecipitó con el anticuerpo α-

822, y se tratató con Condroitinasa (carril 2), heparitinasa (carrile 3), ambas (carril 4) o 

solo con buffer de digestión como control negativo (carril 1). Número de experimentos= 1 

 

Una vez analizadas las cadenas GAG’s presentes en el BG sobreexpresado en 

células en cultivo, continuamos con la caracterización de las cadenas GAG’s 

presentes en el BG endógeno de pez cebra. El experimento mostró que al igual 

que en células en cultivo, el BG de pez cebra parece no presentar condroitin 

sulfato en sus cadenas GAG’s, pero si una gran cantidad de heparán sulfato, 

como se puede ver en el aumento sustancial de la banda del core de BG, con el 

tratamiento con heparitinasa (Figura 26, carril 7). Este resultado demuestra que al 

igual que el BG de otras especies el principal componente de las cadenas GAG’s, 

del BG de pez cebra, es el heparán sulfato, lo que supone una conservación 

sustancial de sus funciones. Sin embargo, cabe resaltar que el tratamiento 

enzimatico no logró liberar todas las cadenas GAG’s, pues aún en presencia de 
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las dos enzimas se mantiene un barrido de alto peso molecular; lo que sugiere que 

el zBG presenta otro tipo de cadenas GAG’s. Este experimento nos permitió 

comparar el tipo de cadenas que se añaden a zBG in vivo en comparación a las 

que se añaden en un sistema in vitro como las células COS-1 y que pertececen a 

otra especie. 

 

Figura 26. Tratamiento enzimático del BG endógeno de pez cebra.  Se caracterizó la 

presencia de Condroitin sulfato y Heparán sulfato en las cadenas de GAG’s presentes en 

el BG endógeno de pez cebra. Se usó el S #31 para inmunoprecipitar al receptor, y como 

control se usó pre #31. Ambos inmunoprecipitados fueron sometidos a digestión con 

condroitinasa (carriles 2 y 6), heparitinasa (carriles 3 y 7), ambas enzimas (carriles 4 y 8) 

ó solo buffer de digestión como control (carriles 1 y 5). Número de experimentos= 2 

 

Una de las ventajas de tener un sistema para medir el BG del pez cebra, es que 

nos permitiría demostrar la efectividad de los morfolinos anti-BG para bloquear la 

expresión del producto genico. De ahí que usamos nuestro ensayo para detectar 

los niveles de BG en embriones inyectados con mo-2 y mo-3. Estos morfolinos 

están diseñados para afectar el splicing correcto del mensajero y producir RNAms 

incapaces de traducir una proteína funcional. Estos morfolinos han revelado un 
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fenotipo angiogénico (Kamaid et al, manuscrito sometido a publicación) que no se 

discutira aquí.  Para estos experimentos se inyectaron los morfolinos 02 y 03, así 

como sus respectivos controles mismatch, en el estadio de 1 célula, y los 

embriones se dejaron desarrollar hasta las 72 hpf para poder extraer proteína y 

RNAm.   

El primer paso fue determinar a través de RT-PCR el efecto de los morfolinos en el 

procesamiento del RNAm. Para esto se utilizaron oligonucleótidos localizados en 

el exón 1 y 5 que flanquean el sitio de unión de ambos morfolinos. El resultado 

mostró que el morfolino 02 produce 4 bandas diferentes de procesamiento 

alternativo del RNAm, lo que revela sitios cripticos de splicing; mientras que el 

morfolino 03 solo 1 banda diferente a la silvestre. Todas las bandas producto del 

splicing fueron secuenciadas. Las bandas principales del procesamiento 

alternativo para ambos morfolinos dan un producto de 585 pb (Figura 27A, carriles 

3-4, asterisco) que corresponde a un RNAm que carece del exón 2. El resto de las 

bandas correspondena splicing anómalos que no codifican para proteínas 

funcionales. En cambio los morfolinos controles no alteran el procesamiento del 

RNAm, y producen un RNAm silvestre (Figura 27A, carriles 2 y 5).  
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Figura 27. Efectos del uso de morfolinos en el transcrito y nivel de proteína de BG 

en el pez cebra. A. Se realizaron experimentos de RT-PCR para conocer el 

procesamiento del RNAm de BG en presencia de morfolinos. Se obtuvo una banda única 

correspondiente a la esperada de 738pb para los embriones inyectados con los morfolinos 

mismatch (carriles 2 y 5), mientras que los morfolinos producen diversas bandas 

correspondientes a splicings alternativos, la principal de ellas de 585pb (carriles 3 y 4 *) B. 

Se analizaron los niveles de proteína de BG en embriones de 72hpf microinyectados con 

morfolinos y morfolinos mismatch. Los embriones inyectados con los morfolinos mismatch 

muestran gran cantidad de BG (carriles 1 y 3), mientras que los inyectados con los 

morfolinos 02 y 03 mestran una clara disminución de zBG (carriles 2 y 4). Imagen 

representativa de al menos 3 experimentos independientes. 
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Una vez comprobado el efecto del morfolino en el procesamiento del transcrito 

primario de BG, el siguiente paso fue comprobar la disminución del receptor de 

BG. El resultado del ensayo de marcado por afinidad mostró que los niveles de la 

proteína disminuyeron significativamente (90% menos) para el caso de los 

embriones microinyectados con el morfolino 02, lo que correlaciona con la 

producción de RNAm’s anómalos. Sin embargo para el caso del morfolino 03, el 

nivel de BG disminuye solo un 40% con respecto a su control (Figura 27B, carril 3 

y 4); esto debido quizás a que los embriones presentaban transcrito silvestre de 

BG (Figura 27A, carril 4).  Con estos experimentos pudimos demostrar la 

efectividad del morfolino 02 y validar en parte, los fenotipos presentes en los 

embriones morfantes carentes de BG. 
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8. Discusión 

Expresión del RNAm de Betaglicano. 

El receptor tipo 3 de TGF-β, se encuentra conservado en todos los vertebrados, 

tanto en su arreglo exónico, como en su secuencia de aminoácidos. De los 

receptores de TGF-β es el de mayor expresión en la membrana celular y se ha 

demostrado en ratón que su deficiencia durante el desarrollo embrionario provoca 

un fenotipo letal (Stenvers et al., 2003).  Durante este proyecto de investigación, 

se logró identificar al receptor durante el proceso de desarrollo embrionario del pez 

cebra (Danio rerio), se desarrolló un anticuerpo policlonal contra el ectodominio del 

receptor y se realizó su caracterización bioquímica.  

En ensayos de RT-PCR y qRT-PCR se detectó la presencia del RNAm mensajero 

de betaglicano a partir de las 8 hpf hasta las 144 hpf. La presencia del transcrito 

de betaglicano a las 8hpf nos indicó que se trataba de un transcrito de origen 

cigótico, pues el desarrollo del embrión hace su transición del control materno al 

control cigótico a las 2hpf aproximadamente (Kimmel et al., 1995). A las 14 hpf los 

niveles del transcrito aumentan, y coincide con la aparición de la vesícula ótica en 

el embrión (Kimmel et al., 1995), y que por experimentos de hibridación in situ 

(ISH) realizados en el laboratorio, se sabe que es uno de los sitios de expresión 

del transcrito de BG a las 36 hpf, por lo que el receptor de BG podría estar 

participando durante el proceso de determinación del órgano. Para las 24 hpf y 

hasta las 48 hpf el nivel del transcrito de BG se mantiene constante y se detecta a 

partir de las 22 hpf en la notocorda y el mesénquima, y para las 36 y 48 hpf en los 

arcos branquiales, aletas pectorales, vesícula ótica, mesénquima posterior 

periótico, los limites intersom´íticos ventrales y la vasculatura del tronco y la 

cabeza (Kamaid et al, manuscrito sometido a publicación). 

Para las 72 hpf y 144 hpf, se observó el mayor aumento significativo en la 

expresión del RNAm de betaglicano. Esto en parte debido quizás, al aumento del 

número de células expresando al receptor en un proceso normal de crecimiento 

del embrión, pero también por su necesidad en procesos importantes en los 
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cuales el receptor pudiera estar participando. El primer dato que sugiere esto es el 

fenotipo letal durante esta etapa de embriones con knock-down del receptor. Por 

otra parte unos de los fenotipos más visibles en estos embriones es el edema 

cardiaco que presentan y que se relaciona con los defectos cardiacos presentes 

en embriones de pollo y ratón  carentes del receptor de BG (Brown et al., 1999; 

Stenvers et al., 2003). Específicamente se ha observado que TGFβ2 y TGFβ3 son 

efectores importantes en el desarrollo de las válvulas atrioventriculares (Combs 

and Yutzey, 2009), y que TGFβ2 y BG son importantes para la activación de 

células endoteliales y el proceso de separación de células endoteliales en el inicio 

de la transición epitelio-mesénquima (EMT) (Boyer and Runyan, 2001; Camenisch 

et al., 2002). Este proceso de EMT comienza aproximadamente a las 60 hpf en el 

corazón del pez cebra y se extiende hasta las 96 hpf (Peal et al., 2011).  

Anticuerpo policlonal contra el ectodomino de BG. 

Se logró sobreexpresar y purificar el ectodominio de BG de pez cebra de forma 

recombinante y la proteína purificada se utilizó para inmunizar a 2 conejas y 

obtener anticuerpos policlonales contra el fragmento purificado. De los 2 

anticuerpos obtenidos (30 y 31), ambos son capaces de detectar 30 ng del epitopo 

en ensayos de WB. Además se determinó la especificidad de los anticuerpos, 

comparando los anticuerpos con el suero pre-inmune de las conejas. Los ensayos 

de titulación mostraron que el mejor anticuerpo fue el #31, el cual proviene de la 

coneja inoculada cada 30 días, lo que permitió que su producción de anticuerpos 

IgG fuera mayor y de mayor especificidad como se ha reportado anteriormente 

(Harlow, 1988).  

Los experimentos de WB y marcado por afinidad con extractos de células COS-1 

transfectadas con las diferentes versiones de Betaglicano y embriones de pez 

cebra, mostraron que el anticuerpo #31 es capaz de reconocer específicamente al 

BG de pez cebra con o sin cadenas GAG’s, a pesar del 43-52% de identidad de la 

secuencia de aminoácidos entre los dominios E y U del BG de rata y de pez cebra. 

Para nuestra sorpresa, los ensayos de unión por marcado por afinidad, nos 

permitieron comprobar que el anticuerpo #821, diseñado contra el dominio 
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intracelular de BG de rata, es capaz de reconocer al dominio intracelular del BG de 

pez cebra,  pues comparten un 83.3% de similitud en su secuencia de 

aminoácidos. Con estos 2 anticuerpos, fuimos capaces de determinar la expresión 

del receptor de BG en embriones de pez cebra y caracterizarlo bioquímicamente. 

Expresión y caracterización del BG de pez cebra.  

Los experimentos de unión por marcado por afinidad mostraron en ensayos de 

transfección de células COS-1 con el cDNA del BG de pez cebra el patrón de 

corrimiento tipo de BG, con dos especies, la primera correspondiente al core de la 

proteína sin cadenas GAG’s de aproximadamente 120 kDa y la segunda, un 

barrido de aproximadamente 200-250 kDa, que corresponde a la proteína unida a 

cadenas GAG’s. En comparación con el BG de rata, la intensidad del barrido del 

receptor con cadenas GAG’s es menor, esto quizás debido a que la versión del 

pez cebra solo cuenta con un sitio de unión a cadenas GAG’s (Ser 522) y no dos 

como el ortólogo de rata (Lopez-Casillas et al., 1994). Por otro lado se comprobó 

que la Ser 522 es el sitio de unión de las cadenas GAG’s, ya que la versión 

mutada (Ser522Ala) solo presenta la banda correspondiente al core de 120 kDa.  

En embriones de pez cebra, el BG presenta el mismo patrón de corrimiento que el 

de otras especies, se expresa en muy bajas cantidades a las 24 y 48 hpf, y 

aumenta su expresión a las 72 hpf, lo que concuerda con los experimentos de 

qRT-PCR. La inyección de morfolinos que afectan el splicing del mRNA del gen de 

BG, provoca la disminución de la cantidad de la proteína presente a las 72 hpf. 

Estos experimentos nos permitieron comprobar que el BG endógeno de pez cebra 

es capaz de unir a TGFβ2, además en experimentos preliminares hemos podido 

probar que el receptor es capaz de unir inhibina A; por lo que es muy probable que 

se encuentren conservadas la mayoría de las funciones descritas para el receptor 

tipo 3 de TGF-β in vitro y durante el desarrollo.  

En el BG de rata se describió que las cadenas de GAG’s presentes, correspondían 

a cadenas de heparán sulfato y condroitin sulfato (Lopez-Casillas et al., 1994), por 

lo que se incubó al BG de pez cebra en enzimas que cortan estos dos tipos de 
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cadenas, y se demostró que tanto en el receptor sobreexpresado en células COS-

1 como el presente en los embriones contienen Heparán sulfato, pero muy poco, 

condroitin sulfato. Sin embargo el corte de las cadenas de heparán sulfato no es 

suficiente para concentrar todo el BG en la banda de 120 kDa, que corresponde al 

receptor sin cadenas GAG’s, por lo que es muy probable que el receptor 

endógeno contenga otro tipo de cadenas de glicosaminoglicanos como queratán 

sulfato o dermatán sulfato. La importancia de la identidad de las cadenas GAG’s 

unidas a BG recae en la importancia que tienen éstas en procesos fisiológicos, así 

como una de las funciones descritas para BG, como la unión de FGF (Andres et 

al., 1992).  

En resumen, se determinó la expresión del mRNA y la proteína de BG durante los 

primeros estadios de desarrollo del pez cebra; se obtuvieron 2 anticuerpos 

específicos contra el BG de pez cebra que sirvieron de herramienta fundamental 

para la caracterización bioquímica preliminar del receptor tipo 3 de TGF-β de pez 

cebra. 
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9. Conclusiones 

 
1. El RNAm de Betaglicano es de origen cigótico y se expresa a partir de las 

8hpf en el pez cebra. 

2. Se obtuvieron anticuerpos policlonales capaces de reconocer de forma 

específica al ectodominio del BG de pez cebra. 

3. El Betaglicano de pez cebra es capaz de unir TGFβ2 y se expresa en mayor 

cantidad a las 72hpf 

4. Las cadenas GAG’s del Betaglicano de pez cebra tienen cuando menos 

heparán sulfato, pero su composición puede incluir otro tipo de GAGs.  

5. El morfolino BG02 afecta el procesamiento del RNAm, eliminando el exón 2 

y reduciendo la cantidad de BG presente en los embriones y el morfolino 

BG03 lo hace sólo parcialmente. 
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10. Perspectivas 

 
1. Realizar inmunohistoquimicas en cortes histológicos para definir los sitios 

de expresión de BG durante el desarrollo del pez cebra. 

2. Determinar si el BG de pez cebra es capaz de unir todos los ligandos 

reportados para otras especies, lo que serviría de indicio para la 

conservación de funciones del receptor entre especies. 

3. Determinar si existen otro tipos de azúcares sulfatados en las cadenas de 

GAG´s presentes en el BG de pez cebra endógeno. 
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