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RESUMEN 

Roberto Rangel Orozco Fecha de Graduación: Julio 2003 

Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Ciencias Biológicas 

Titulo del Estudio: TIMOTESTIN, UN PARADIGMA BIOLOGICO O UNA 
FISIOLOGIA PROGRAMADA, ESTUDIOS IN VITRO. 

Número de páginas: Candidato para el grado de Doctor en Ciencias 
con especialidad en Microbiología 

Area de Estudio: Inmunología 

Propósito y Método del estudio: La migración celular es un proceso altamente regulado que 
se presenta tanto en etapas embrionarias como en estadios adultos. Nuestros estudios se 
enfocan sobre los mecanismos moleculares implicados en la migración celular asociada a la 
maduración y diferenciación. Los modelos biológicos donde estos mecanismos operan están 
representados principalmente por el sistema inmune y el reproductor. En este contexto, el 
descubrimiento de la molécula timotestin por nuestro laboratorio y la observación de que su 
expresión es casi exclusiva de los timocitos y de las células germinales, proporciona un 
modelo de estudio idóneo. En el presente trabajo, hemos determinado los dominios 
funcionales de timotestin, determinando su localización subcelular y confirmando su 
asociación fisicoquímica con moléculas relevantes en la actividad del citoesqueleto y 
analizado su función. 
Contribuciones y Conclusiones: Nuestro modelo de estudio establece que la proteína 

timotestin representa un mecanismo común de maduración y diferenciación que opera tanto 
en el sistema inmume como en el aparato reproductor. Timotestin es una proteína de 
membrana que activa en forma polar la proteína tirosína cinasa pp60 c-src e induce su 
translocación hacia el citoesqueleto para activar los mecanismo de polimerización de actina y 
favorece la migración celular mediante la formación de filopodia y lamelopodia. En resumen, 
timotestin representa un nuevo vínculo entre el sistema inmune y reproductor mediante un 
mecanismo común: "miaración asociada a maduración celular" . 

Director extemo 

Dr. Juan Manuel Alcocer González Director interno 



1. INTRODUCCION 

El sistema inmune y el reproductor comparten propiedades que incluyen parámetros 

histológicos y funcionales. Por ejemplo, la organización histológica del timo y el 

microambiente testicular exhibe estructuras que son análogas a ambos sistemas, en los que se 

pueden identificar una corteza y una médula, donde las células inmuno-competentes y 

germinales migran y maduran respectivamente. Mientras que en el timo existen células 

epiteliales especializadas y células dendriticas que nutren y mantienen la maduración, 

diferenciación y selección del repertorio de timocitos funcionales, de manera análoga, el 

tejido testicular cuenta con las células de Leydig y sertolli. Ambos sistemas dependen y 

responden a factores extracelulares de crecimiento y diferenciación celular en la forma de 

citocinas y hormonas. Mas aún, la diferenciación intra-tímica y testicular, asi como la 

exportación del repertorio funcional, depende de la motilidad, polarización, y migración 

celular (Dynn, 1994; Prockop S., et al., 2000). Estas funciones dependen de señales 

extracelulares quimiotácticas que son transducidas vía ligando-receptor y ejecutadas por 

proteínas del citoesqueleto. 

El estudio de estas funciones representa un paso importante para entender los 

mecanismos moleculares que regulan la migración celular durante la maduración intratímica 

y testicular. Con este fin es necesario analizar con detalle los factores que determinan la 

motilidad, la exportación y la fisiología de cada sistema por separado. 



1.1. El timo. 

El timo tiene como función generar linfocitos T maduros e inmunocompetentes 

mediante un proceso dependiente de la motilidad, polarización y migración celular. Además 

de los timocitos que se pueden identificar en varios estadios de diferenciación, el timo esta 

constituido por distintos linajes celulares que incluyen fibroblastos, células epiteliales tímicas 

(TECs), células dendriticas, y macrófagos. La migración de los timocitos depende del estadio 

de diferenciación, y consecuentemente determina su distribución intxa-tímica. Por ejemplo, 

en la región subcapsular se concentran las células progenitoras de los timocitos (pro-T: CD4~ 

,CD8~,CD3~) que provienen de médula ósea. Las células pro-T migrarán a la corteza del 

timo, donde maduran y se convierten en precursores doble positivos (Pre-T 

CD4+,CD8+,CD3+). Las células pre-T posteriormente se diferencian y se convierten en 

linfocitos T cooperadores (CD4+,CD8") o citotóxicos (CD4",CD8+). Finalmente el repertorio 

inmunocompetente CU4+ y CD8+ es seleccionado en función de su afinidad y avidez por el 

antígeno asociado al complejo de histocompatibiladad clase II y I respectivamente, y 

subsecuentemente los timocitos son exportados a la periferia (Janeway C.A. et al., 1997, 

William P.E. 1999). 

Dentro del microambiente histológico del timo existen gradientes de fibronectina y de 

quimiocinas que favorecen la migración de los linfocitos hacia los diferentes áreas y estadios 

de maduración (Anderson G., et al., 2000, Crisa L. et al., 1996), por lo que la motilidad 

celular dentro del timo, requiere de un control específico sobre la expresión y distribución de 

moléculas de adhesión y receptores de quimiocinas. Tal distribución esta mediada por la 

polarización de los timocitos, que presentan una morfología con dos compartimientos 

celulares, la zona frontal y el uropodio. Esta estructura es resultado de la organización de los 



filamentos de actina y de la activación de integrinas, que ocurre como consecuencia de la 

fosforilación dependiente de cinasas de adhesión focal (FAK). En la zona frontal, se 

concentran receptores responsables de la detección de gradientes de factores quimiotácticos 

presentes en el microambiente. El uropodio, es la zona en donde se acumulan las moléculas 

de adhesión intercelular (ICAM) ICAM-1, -2, y -3 , CD43, CD44, tubulina, miosina II, y las 

proteínas de unión a actina, que incluyen a la familia de la eaina-radixina-moesina (ERM). 

Esta reorganización del citoesqueleto facilita la migración de los linfocitos através de los 

órganos linfoides primarios y secundarios (Serrador J.M. et al., 1999, Arpin M., ct al. 1994, 

Tsukita S., et al 1997, Del Pozo M.A. et al., 1999). 

La compartimentalización de CD43, CD44, e ICAMs esta mediada por las proteínas 

ERM, las cuales poseen dos dominios funcionales: (a) La región amino-terminal que 

interacciona con motivos intcacitoplasmáticos de receptores membranales y (b) El dominio 

carboxi I-terminal que tiene estructuras hélices alfa espiral-espiral que favorecen la 

interacción con proteínas del citoesqueleto, y forma un puente de unión con los receptores 

membranales. Estas propiedades definen a la familia ERM como proteínas adaptadores y 

acarreadoras que reorganizan la estructura celular. Estas moléculas se localizan en la 

membrana celular en un estado inactivo, pero al ser fosforiladas la conformación estructural 

de las hélices alfa espiral-espiral son expuestas y pueden unirse a proteínas del citoesqueleto 

o dimerizarse. Por tal razón, la regulación de estas proteínas a nivel de transcripcional, 

traduccional y post-traduccional es clave, ya que ello determina la efectividad de la 

migración de linfocitos através de diferentes regiones histológicas en los órganos linfoides. 



1.2. El tejido testicular. 

En forma análoga a la diferenciación intra-tímica, la motilidad, polarización y 

migración celular juegan un papel clave en fisiología testicular. La maduración intra-

testicular comparte con la función intra-tímica mecanismos moleculares que traen como 

consecuencia la generación de células germinales funcionales. La maduración y 

diferenciación de las células progenitoras y precursoras de espermatozoides se llevan a cabo 

en los túbulos seminíferos, los cuales están formados por una membrana basal (análoga a la 

corteza del timo) que se encuentra tapizada, por células germinales (progenitoras) 

totipotenciales llamadas espermatogonias que dan origen a los precursores de los 

espermatozoides o espermatocitos y finalmente a los espermatozoides, los cuales migran 

hacia el lumen (también un reflejo de la médula en el timo) del túbulo. La motilidad y 

migración celular asociada a la maduración intra-testicular esta mediada por señales 

extracelulares provenientes de factores solubles secretados por las células de Sertoli, que 

fungen como células nodrizas responsables de mantener la maduración y diferenciación de 

progenitores y precursores de células germinales. En el espacio intersticial de los túbulos se 

encuentran las células de Leyding, que son las encargadas de producir las hormonas 

necesarias para la maduración intra-testicular (Parker K.L., et al., 1999, Verhoeven G., 

1999). 

El espermatozoide es una célula haploide que posee proteínas compartimentalizadas 

en regiones como es la cabeza, zona intermedia y la cola. La cabeza del espermatozoide está 

constituida por el núcleo, que contiene la información genética, y el cáliz que contiene 

enzimas acrosomales y proteínas del citoesqueleto como CLIP50 y calinina, que tienen la 

propiedad de unirse a actina-F para favorecer su estructura (Tarsounas M., et al., 2001, 



Lecuyer C., et al., 2000). La cola del espermatozoide está constituida por estructuras de 

tubulina, y por una compleja red de proteínas del cítoesqueleto formando el axonema, que 

esta constituido por fibras densas externas y por una capa fibrosa, que constituyen 

principalmente el motor del ñagelo. Durante la espermatogénesis el ensamblaje del flagelo es 

un proceso complejo, que requiere la expresión secuencial de genes que codifiquen para 

proteínas del cítoesqueleto, cuya expresión regulada induce al espermatozoide a migrar hacia 

el lumen del túbulo seminífero. Dentro de estas moléculas se encuentran los filamentos 

intermediarios como FS39, que tienen propiedades que favorecen las interacciones proteina-

proteína, mediante sus dominios espiral-espiral y fungen como sitios de dimerízación para 

formar estructuras sólidas en las capas fibrosas (Catalano R.D., et al., 2001). Estos 

mecanismos están regulados por procesos de fosforilación dependientes de proteínas cinasas, 

como la cinasa AKAP82 que tiene dominios zipper de leucina, y señales de anclaje a capas 

fibrosas (Johnson L.R. et al., 1997). Los dominios zipper de leucina, también se presentan en 

proteínas como Stap, Spag4 y Spag5, que se expresan selectivamente en la cola del 

espermatozoide y favorecen la rigidez de las fibras densas externas ( Ohuchi J., et al. 2001, 

Shao X., et al 2001). Consistente con la fisiología del timo estas moléculas también están 

involucradas en la función mecánica de la motilidad y migración celular asociada a la 

maduración y diferenciación intra-testicular, que ocurre como respuesta a señales 

extracelulares del microambiente. Además en ambos sistemas de maduración, los timocitos y 

las células germinales están sujetas a adhesión, polarización y migración y tales mecanismos 

están regulados por la fosforilación de proteínas cinasas y proteínas del cítoesqueleto. 



13. Embriogénesis del sistema inmune y reproductor. 

La migración celular es un proceso biológico altamente regulado que se presenta 

desde etapas embrionarias y perdura toda la vida. Durante la embriogénesis existe un alto 

grado de proliferación y migración celular asociado a la maduración, que permite a las 

células progenitoras transitar dentro de las diferentes estructuras anatómicas para establecerse 

y secretar factores que influyen en la formación del órgano. Durante estas etapas de la vida se 

lleva a cabo la formación del timo fetal, las gónadas y otros órganos en donde la migración 

de células hematopoyéticas y células germinales primordiales respectivamente, juega un 

papel importante en la formación y maduración de estos órganos. 

1.3.a. Sistema inmune. 

En el embrión murino, el timo se deriva del mesodermo y células crestales neurales 

del tercer y cuarto arco faríngeo formándose el timo rudimentario. Posteriormente entre el día 

11-11.5 de gestación (días post-coitum: dpc), el timo es invadido pur precursores linfoides 

que provienen de órganos hematopoyéticos fetales y a éste fenómeno se denomina la primera 

onda de colonización. En el día 12.5 se inicia la organogénesis del timo y aproximadamente 

en el día 15 empiezan a producirse los primeros timocitos en el timo fetal. Finalmente en el 

día 17 empiezan los timocitos a localizarse en la corteza y médula del timo (Ritter M.A. et 

al., 1992 y Manley N. R. et al., 2000). Los órganos hematopoyéticos fetales mas importantes 

son el saco vitelino y el hígado fetal, que producen las células responsables de colonizar los 

órganos linfoides. También durante la vida fetal, la médula ósea se desarrolla y se convierte 

en la principal productora de células de origen hematopoyético en etapas post-natales y 

adultas. 



1.3.b. Organos reproductores. 

Al mismo tiempo que ocurre la organogénesis del timo en el ratón, también se lleva a 

cabo la formación de las gónadas fetales indiferenciadas, éstas se derivan de los conductos 

urogenitales del mesodermo intermediario. Durante los días 10 y 11 se lleva a cabo la 

primera onda de colonización en los conductos genitales, por células germinales primordiales 

que provienen del epitelio endodérmico del saco vitelino y migran hacia los cordones 

sexuales primarios. La determinación sexual se puede distinguir en el día 13.5, en donde las 

células germinales primordiales se convierten en espermatogonias y las células de Sertolli 

que se originan de los cordones sexuales, y subsecuentemente forman parte del lumen en el 

túbulo seminífero. En la etapa post-natal y adulto, las células primordiales germinales 

maduran en los túbulos seminíferos iniciándose la producción de células germinales 

competentes para la fecundación del óvulo (Melaren A. 2000 y Parker K.L., et al. 1999). 

1.4. Proteínas tirosina cinasas de la familia Src. 

La familia de las proteínas tirosina cinasas Src, está constituida por las enzimas Fyn, 

Hck, Fgr, Lek, Lyn, Syc, Src, y Yes que se localizan asociadas a lípidos en la membrana 

celular. Algunas de estas cinasas se detectan desde la embríogénesis y se conservan en 

etapas adultas en células del sistema inmune y reproductor. La característica estructural 

conservada entre estos miembros son los dominos homólogos Src 2 (SH2) y 3 (SH3), estos 

dominios contienen residuos de tirosina que regulan la actividad biológica de la proteína. La 

fosforilación de la tirosina (527) en el dominio SH3, inactiva la función catalítica de la 

enzima, pero la de fosforilación de este aminoácido (Y-527) y la fosforilación de la tirosina 



(416) en el domino SH2, induce un cambio conformacional en la proteina que favorece la 

actividad catalitica de la enzima para fosforilar los sustratos protéicos (Hubbard S.R. et al., 

2000). 

1.4.a. La Tirosina cinasa pp60 c-src. 

En la familia cinasa src, uno de los miembros mas involucrados en los mecanismos de 

motil ulad celular es la tirosina cinasa pp60 c-src. Esta cinasa se expresa desde la gastrulación 

y se conserva en etapas fetales y adultas. La función enzimàtica de la cinasa c-src esta 

regulada por fosforilación de tirosinas, inducida por la formación de complejos protéicos en 

la superficie celular (Zhu, D. et al.1998; Avizienyte E. et al., 2002; Sanjay A., et al., 2001; 

Brandt D., et al., 2002; Bernard O., et al., 2001; Mariner DJ . et al., 2001; Owens D.W. et al., 

2000). La capacidad de esta cinasa para inducir el rearreglo en la arquitectura celular, está 

regulada por su trans locación hacia el cituesqueleto. En el citoesqueleto la pp60 c-src 

fosforila la proteína cortactina e induce la polimerización de filamentos de actina y facilita la 

formación de complejos proteicos conocidos como contactos focales de adhesión celular, 

constituidos por proteínas como paxilina, proteína 130 Cas, talina y proteínas relacionas a 

actina (ARP 2/3). La adhesión y la polimerización de actina favorecen la formación de 

filopodia y lamelopodia estructuras claves en etapas tempranas de la migración celular 

(Weemink P.A. et al., 1995; Weed S.A., et al. 1998; McNieven M A . et al., 2000; Kralisz U. 

et al., 2000; Weed S.A. et al, 2000). 



1.5. Un mecanismo molecular común. 

La influencia, intercomunicación y dependencia reciproca entre las gónadas y el timo 

no es ni novedoso ni sorprendente (Glucksman A. et al 1968, Pearce P., et al. 1981, 

Grossman C., 1984, Greenstein B., et al. 1986 y Wise T., et al 1991). Tanto la influencia de 

los esteroides derivados de las gónadas sobre la maduración intra-tímica, como el efecto de 

péptidos bioactivos del timo sobre la función gonadal, están ampliamente documentados 

(Yee J. B., et al 1985, Gorospe W.C., et al 1988, Uzumcu M., et al. 1994, Pedernera E., et al. 

1986, Aguilera G., et al 1989, Reyes-Esparza J.A. et al. 1989, Martin D., et al. 1992 y 

Watson M.E., et al. 1994). En este contexto, los datos hasta ahora acumulados proponen que 

la maduración y diferenciación de los timocitos y de las células germinales, no solamente 

tienen paralelos funcionales y complementarios, sino que además sugieren que las señales 

extra e intercelulares que determinan la generación y selección de células funcionales en. 

ambos sistemas, es controlado por mecanismos moleculares comunes. 

En completo acuerdo con ésta hipótesis, nuestro grupo identificó una nueva molécula, 

a la cual hemos designado el nombre de timotestin. Nuestra hipótesis de trabajo postula que 

timotestin representa el vínculo molecular común en los mecanismos responsables de 

motilidad, polarización, y migración celular asociados a la maduración, diferenciación y 

selección intra-tímica y testicular. El objetivo principal de la presente propuesta de tesis 

doctoral es determinar in viíro la relevancia fisiológica de timotestin. 



2. ANTECEDENTES 

Nuestro grupo estudia los mecanismos que regulan la migración celular asociada a la 

maduración y diferenciación de los linfocitos. Con este fin, disecamos una estrategia 

experimental para detectar la expresión diferencial (differential display) de moléculas durante 

estadios distintos de la diferenciación de linfocitos. En forma resumida el método consiste en 

aislar por citometria fluorescente (FACS) multi-paramétrica (determinada por marcadores de 

fenotipo) de subpob(aciones celulares, de las cuales se extTae el ARNm que 

subsecuentemente se somete al análisis de expresión diferencial por RT-PCR, utilizando 

oligonucleótidos degenerados (primers) diseñados a partir de secuencias de genes, 

pertenecientes a familias de receptores/1 igandos y factores de transcripción (gene family 

motif differential display). Esta estrategia experimental condujo al descubrimiento nuevos 

genes humanos (Guzman-Rojas L. et.al 2000, Siddiqa A. et.al 2001), cuya caracterización 

funcional se lleva acabo en el momento actual. 

La identiñcación de tiraotestin ocurrió como consecuencia natural de la aplicación de 

experimentos aimitares, llevados a cabo durante el tamizaje de bancos de ADNc murinos. 

Timotestin se expresa selectivamente en timo, bazo, ganglios linfáticos y testículos (de donde 

se origina su nombre). El ADNc de timotestin presenta un marco de lectura (ORF) de 2724 

pares de bases, que codifican para una proteína de 908 aminoácidos, con un peso molecular 

de 102 KDa. Análisis de su estructura mediante una busqueda BLAST-P del banco de datos 

(National Center for Biotechnology Information [NCBI]), indican que timotestin posee en su 

región carboxil-terminal, identidad significativa con tropomiosina, filamentos intermediarios, 

miosina y con la familia Ezrin-Radixin-Moesin (ERM). A nivel de estructuras secundarias, 



timotestin contiene dominios hélices alfa espiral-espiral, los cuales son comunes a moléculas 

involucradas en la motilidad y migración celular. Análisis adicionales indican que timotestin 

posee dos sitios transmembranales en la región amino terminal, lo que sugiere que es una 

proteína que se expresa en la superficie celular. Además se identificó un dominio zipper de 

leucina en la región carboxiUerminal, que conjuntamente con estructuras hélices-alfa 

espiral-espiral, indica que timotestin interacciona con otras proteínas. 



3.HIPOTESIS DE TRABAJO 

En conjunto estos datos sugieren que timotestin, es una proteína asociada a la 

membrana celular, que potencialmente puede jugar el papel de receptor, ligando o 

transductor intermediario de señales intracelulares (segundos mensajeros) mediante la 

interacción con otras proteínas y cuya función puede ser clave para la motilidad, polarización 

y migración celular asociada a Ja maduración y diferenciación celular. 



4. IMPORTANCIA, ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION 

El descubrimiento de timotestin y su restringida distribución tisular, representa una 

confirmación experimental de los paralelos fisiológicos, que existen entre los programas de 

maduración del timo y el tejido testicular. La importancia y la relevancia biológica se 

derivará de los estudios enfocados en determinar su función, primeramente m vitro y 

subsecuentemente in vivo. Los estudios propuestos permitirán determinar, si los mecanismos 

moleculares que operan en maduración de células inmunocompetentes son comunes, a 

aquellos responsables de la generación de células germinales funcionales. El entendimiento 

de estos mecanismos representa un paso importante para evaluar los programas biológicos, 

que regulan la migración y maduración de células asociados a la función inmune por un 

lado, y la reproductora por el otro. 

El descubrimiento de timotestin, per se, representa un fenómeno original, no 

solamente por que se trata de la identificación de una nueva molécula, sino porque su estudio 

y la determinación de su función ofrece una oportunidad biológica clave, que nos permitirá 

entender y establecer un vínculo molecular sobre la influencia, la dependencia y la 

intecomunicación que existe entre el timo y las gónadas. En apoyo a nuestra hipótesis de 

trabajo, los datos experimentales hasta ahora generados están en cúmplelo acuerdo con la 

literatura y sugieren que lejos de ser un paradigma biológico, timotesin representa un 

mecanismo común programado por la naturaleza para garantizar la efectividad de dos 

funciones críticas: inmunidad y reproducción. 



Por tal motivo consideramos que existe el raciocinio y la justificación necesarios para 

caracterizar y determinar la función de timotestin, como se propone en el presente 

anteproyecto. Esta investigación tiene como objetivo ulterior, aportar nuevos conceptos 

dentro del contexto de la maduración, diferenciación y selección celular, los cuales pueden 

ser útiles para sentar la bases y estimular el estudio de moléculas, que se expresan en tejidos 

histológicamente distintos, pero cuya fisiología converge en mecanismos comúnes. 



5. OBJETIVOS 

5.1 OBJETIVO GENERAL : 

Determinar el mecanismo molecular y funcional de timotestin en el sistema 

inmune y reproductor 

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

5.2.1. Establecer la relevancia de la expresión de timotestin dentro del sistema 

inmune y el reproductor. 

5.2.1.1. Analizaremos el significado de la expresión de timotestin en el sistema 

inmune y reproductor, durante los estadios embrionario, fetal, post-natal y adulto. 

5.2.1.2. Determinaremos cuales son las células responsables de la expresión de 

timotestin tanto en el tejido linfoide como el testicular, mediante el análisis de los niveles de 

ARN mensajero (mRNA) en subpoblaciones de células y/o preparaciones histológicas. 

5.2.1.3. Compararemos la expresión de timotestin en el tejido reproductor femenino y 

masculino. 



5.2.1.4. Determinaremos: (a) la influencia del antígeno en la expresión timotestin por 

linfocitos maduros dentro de los organos linfoides secundarios; y (b) la influencia del eje 

hipotálamo-hipofisiario-testicular en la egresión de timotestin por las células germinales. 

5.2.2. Estudiar las propiedades moleculares de la proteína timotestin y evaluar 

las secuencias críticas que pueden determinar su estructura, expresión sub-celular y 

función. 

5.2.2.1 Analizaremos la estructura proteica de timotestin contra los modelos 

existentes en los bancos de datos, con el fin de identificar motivos claves de la secuencia de 

timotestin que potencialmente la asocien a grupos o familias de proteínas cuya función es 

conocida. 

5.2.2.2 Fusionaremos a timotestin con marcadores moleculares como Flag y/o la 

proteína verde fluoresente (GFP), e investigaremos su expresión funcional y localización 

sub-celular en células transfectadas (transiente o estable), mediante inmunohistoquímica, 

FACS, microscopía fluorescente y wcstem blots. 



5.2.3. Establecer m vitro la relevancia Fisiológica de la expresión de ti timotestin. 

5.2.3.1. Determinaremos la función de timotestin utilizando células transfectadas y 

mediante tamizajes de fosforilación, los resultados serén confirmados por análisis 

convencionales: westem blots, inmunoprecipitación de complejos-c^sas, microscopía de 

fluorescencia y fraccionamiento subcelular. 



6. MATERIAL Y METODOS 

6.1 Plásmidos 

Los plásmidos utilizados para subclonar el marco de lectura de timotestin fueron el 

pEGFP-N3 (Clontech, Palo Alto CA., USA), 0-actin-CMV/Tag4a, pBK-CMV (Stratagene, 

La Jolla CA., USA), pCR-TOPOn, pcDNA3.1 Myc-HistA (Invitrogen, Carslab CA. USA), 

pCITE 2A (Novagen, Madison, WI., USA), y pME18S-Neo (DNAX Research Institute, Palo 

Alto, CA). Cada uno de estos plámidos fué transformado en bacterias competentes (TOP 10, 

DH5a) mediante choque térmico a 42°C. Posteriormente se realizaron preparaciones de 

plásmido a gran escala mediante el uso de columnas de afinidad comerciales (QIAGEN, 

Valencia CA., USA ), y gradientes de cloruro de cesio (Sambrook, et.al. 1989). 

6.2 Reactivos moleculares 

Para llevar a cabo las técnicas de biología molecular y obtener los plásmidos 

recombinantes se utilizaron diversos reactivos moleculares. Las enzimas de restricción 

utilizadas fueron Asel, BamHI, Clal, DralII, EcoRI, EcoRV, HindIII, Kpnl, MluI, Noti, Sac 

1, Sal I, SnaBI, Xbal, y Xhol (Roche Molecular Biochemicals, Indiana IN., USA). La 

enzima Gelasa se utilizó para la purificación de fragmentos de ADN (Epicentre 

Technologies, Madison WI., USA). La ligasa ADN T4, Transcriptasa reversa ( Superscript n 

RnasaH-), Oligo dT^-ia, 0.1 M DTT, inhibidor de RNAsa se obtuvieron de GIBCO-

Invitrogen, Carlsbad, CA., USA. Para la subclonación de productos de PCR, su utilizó el 

sistema PCR-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA., USA). El sistema comercial para 



radiomarcar fragmentos de ADN fue Multiprime (Amershara Pharmacia Biotech, 

Piscataway, NJ. USA). Northern blot comercial (MTN- Mouse embryo, número de catalogo 

7763-1) de la casa comercial Clontech. Estuche de revelado de quimioluminisencia 

(Supersignal) de la compañía PIERCE, Rockford Illinois, USA. 

6.3 Líneas celulares 

Las líneas celulares utilizadas para las transfecciones fueron las siguientes: K562 

(Línea celular humana de origen eritroide CD43+, CD7+) se cultivó en medio Dulbecco's 

CRPM1 con 10% de suero bovino fetal (GIBCO BRL-Invitrogen Inc.). La línea celular Juikat 

(linfoma de células T Humana, CD3+) se mantuvo en RPMI suplementado con 10% de suero 

bovino fetal a una densidad de 5 x 105 células por mi en su fase exponencial. Todas las líneas 

celulares se les cambió el medio de cultivo cada 2-3 días y se mantuvieron a 37°C con una 

atmósfera al 5% de CO2. 

6.3.1.'Transfecciones 

Las células fueron transfectadas mediante electroporación ( Electroporador, BIO-

RAD, Hercules CA., USA) y liposomas (DOTAP, Roche Molecular Biochemicals). Para la 

electroporación se utilizaron 5 x 106 células en un volumen de 0.8 mi de PBS pH 7.4 y se 

adicionaron 20 Hg de plásmido linerarizado, la mezcla se colocó en una cuveta de 

electroporación y se incubó por 10 minutos en hielo. El shock eléctrico fué de 0.250V, 0.950 

fj.F (K.562) y 0.350 V, 0.950yF (Jurkat). Las células se incubaron en hielo y después se 

cultivaron en una placa de 6 pozos con 5 mi de medio de cultivo, 48 horas después de la 



transfección se inició la selección con G418. En el sistema de transfección liposomal 

(DOTAP) se mezclan los liposomas con 5 ng plásmido circular y se incuban por 15 min a 

temperatura ambiente. Posteriormente esta mezcla de liposmas-ADN se agrega a 5 x 106 

células y se incuban a 37°C toda la noche. Al día siguiente las células son seleccionadas con 

neomicína (G4Í8, GIBCO, BRL-Invitrogen Inc.) a una concentración de 1 hasta 4 mg/ml 

dependiendo de la línea celular, por un período de 12-24 dias hasta obtener células resistentes 

a la droga. 

6.4 Anticuerpos 

Para los análisis de western blot se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-Flag M2 

(Stratagene, la Jolla CA., USA), anti-Flag conjugado a la peroxidasa de hidrogeno (SIGMA, 

St. Louis MO, USA), anti-IgG de conejo y ratón conjugado a la peroxidasa (Pharmingen, San 

Diego, CA. USA). Para determinar la localización subcelular se utilizaron los siguientes 

anticuerpos: anti-Flag M2cy3 (SIGMA, St Louis MO.,USA). Anti-CD43 humano (BD 

Pharmingen, San Diego CA., USA), anticuerpo anti-Src clona GDI1 (Upstate, Lake Placid 

NY. USA), anticuerpo anti-IgG murino conjugado con Alexa Flour (488 y 588), anticuerpo 

anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Flour (488 y 588) (Molecular Probes, Eugene OR., 

USA). Para realizar la purificación de células mediante citometría de flujo se utilizaron los 

siguientes anticuerpos monoclonales de rata: Anti-CD3 murino conjugado con ficoeritrina-R 

(R-PE), anti-CD8a murino conjugado con Cy-Chrome, anti-CD4 murino conjudado con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC: BD Pharmingen San Diego, CA., USA). 



6.5. Animales. 

Se utilizaron ratones BALB/c y C57BL/6 adultos de ambos sexos, estos se 

mantuvieron en el bioterio del Smith Researcb Building, M.D. Anderson Cáncer Center, de 

acuerdo a regulaciones de cuidado del departamento de salud y servicios humanos de los 

Estado Unidos Americanos. 

6.5.1. Ratones hipofectomizados 

Ratones BALB\c fueron hipofiscctomizados mediante cirugía, y se mantuvieron bajo 

observación por una semana para su recuperación. Se determinó el nivel de cortiesteroides en 

sangre mediante radioinmunoensayo, que fué <20 ng/ml en suero. Las hormonas utilizadas 

para inducir la expresión de timotestin fueron: la hormona luteinizante de rata (LH), 

hormona folículo-estimulante ovina (FSH), y testosterona de rata (T). Estas se administraron 

vía subcutánea en la región dorsal del cuello del ratón. Se utilizaron 4 ratones por ensayo y el 

experimento fue repetido 3 veces. Los animales fueron sacrificados por intoxicación de C02> 

y los testículos fueron procesados para aislar el ARN total mediante el reactivo trizol. 

6.5.2. Protocolo de Inmunización y purificación celular. 

Ratones C57BL/6 libres de patógenos, fueron inmunizados con Candida aibicans 

(LO7 células/ tratadas con formalina) via intraperítoneal, a los 9 días fueron nuevamente 

inmunizados con antigeno de Candida aibicans. Después de dos inmunizaciones los ratones 

inmunizados y los ratones control (C57BL/6) fueron sacrificados. 



Para la purificación de las subpoblaciones de linfocitos T (CD4+ y CD8+) se aislaron 

timos y bazos de ratones inmunizados y no inmunizados C57BL/6. Los órganos fueron 

macerados hasta obtener una suspensión celular libre de debris. Las células mononucleares 

fueron aisladas mediante un gradiente de ficoll y se ajustó la concentración celular a 5 x 

107/ml, a esta suspensión se le agregó suero de rata a una concentración final del 5% y se 

incubó por 15 min. En seguida se adicionaron 10 de un pool de anticuerpos contra 

antígenos de células hematopoiéticas (CDUb, CD45R, Gr-1, TER 119) y fueron incubados a 

4<JC por 15 min. Las células fueron lavadas con PBS y se resuspendieron en medio de cultivo 

RPMI 1640 y agregando 100 p.1 de anticuerpo anti-biotina tetramétrico que se incubó por 15 

min a 4°C. Finalmente se adicionó 60 ul de coloide magnético a la suspensión celular y se 

pasaron por una columna colocada dentro de un campo magnético. La columna se lavo 3 

veces con PBS y las células recuperadas se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. Las células 

eluídas mostraron un 98% de pureza al ser analizadas mediante citometría de flujo. El 

estuche comercial para la purificación de los linfocitos T, se obtuvo de la compañía 

STEMCELL Technologies (Vancouver, British Columbia, Cañada). 

6.6. Aislamiento de ARIN total de diferentes tejidos murinos. 

Para el aislamiento de túbulos seminíferos, los testículos fueron removidos y lavados 

con PBS, posteriormente se removieron las capas extemas sin dañar la red de túbulos, estos 

se colocaron en un tubo de 50 mi y se añadió una solución de colagenasa en medio 

Dulbecco's modificado Eagle's Ham' F-12 (DMEM-F-12) e incubando a 37°C por 25 min 

en un tamiz de nylon (60 nM, Nytex, Spectrum, Inc.). Los túbulos retenidos se lavaron 3 



veces con 10 mi de DMEM-F-12 (37°C) y se procedió a homogenizar los túbulos 

seminíferos para el asilamiento del ARN total. 

Para la obtención de ovario, útero se sacrificaron ratones hembras adultas y el 

aislamiento de placenta se obtuvo de ratones hembras preñadas entre 9.5 - 15.5 dpc. Los 

órganos y embriones fueron procesados inmediatamente utilizando material libre de RNasas. 

Los embriones fueron extraídos a los 13.5 - 18.5 dpc para el aislamiento de saco vitelino, 

timo fetal, gónadas, hígado fetal; y posteriormente se procedió a la purificación del ARN 

total. También se obtuvieron órganos de ratones adultos como timo, bazo, ganglios linfáticos, 

hígado, riñón, estómago, intestino, pulmón, médula ósea, testículo, ovario, cerebro y 

músculo, para el aislamiento de RNA total. 

Para el aislamiento del ARN total, se utilizaron los siguientes procedimientos: 

Tejidos. Los tejidos fueron homogenizados (Polytron) e incubados con el trizol por 

10 min a temperatura ambiente (Por cada 50 - 100 mg de tejido se adicionó l mi de trizol). 

Suspensión celular. Por cada 5 - 1 0 millones de células se agregó 1 inl de trizol, se 

mezcló y se incubó a temperatura ambiente por 10 min. 

Por cada mi de trizol utilizado, se agregaron 0.2 mi de cloroformo y se centrifugó a 

12,000 g por 15 min., la fase acuosa fue recuperada y se precipitó con 0.5 mi de isoporpanol 

por 10 min en hielo y se centrifugó a 12,000g por 15 min. El ARN precipitado se lavó con 

etanol al 75% y se resuspendió con agua libre de RNasas. 



6.7. Purificación celular mediante citometría de flujo. 

Para la purificación de timocitos mediante citometría de flujo (FACS), se obtuvieron 

timos de ratones C57BL/6, los órganos fueron macerados y la suspensión celular se ajustó a 

una concentración de 20 x 106 células, y se incubaron con los anticuerpos anti-CD3, anti-

CD4 y anti-CD8 por un período de 30 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron y 

se resuspendieron con PBS pH 7.4 a un volumen final de 2 mi. Las subpoblaciones de 

linfocitos T (CD4"CD8", CD4+CD8+, CD4+, CD8+) fueron recuperadas en 5 mi de medio 

RPMI. El número de células aisladas de cada subpoblación de células T (CD4*, CD81", CD4" 

CD8" y CD4+ CD8~), fue entre 10,000 y 30,000. 

6.8. Clonación, secuenciación y caracterización de las clonas 

El tamizaje de bibliotecas de ADNc, caracterización de clonas, subclonación de 

fragmentos de timotestin, reacciones de enzimas de restricción, ligación, transformación, 

purificación de fragmentos de ADNc y análisis de restricción se realizaron de acuerdo al 

manual de Sambrook, et.al. 1989. La secuenciación se realizó en el laboratorio de 

Secuenciación y Análisis de ADN del MD.Anderson Cáncer Center, Houston Texas, USA. 

6.9. Northern blot y Radiomarcaje de sondas 

Para los northern blots se utilizaron entre 5 y 10 ng de AKN precipitados con acetato 

de sodio 2M, glicógeno (10 mg/ml) y etanol absoluto a -20°C por 30 min, estos fueron 

recuperados por centrifugación a 14,000 rpm/15 min. Los ARN precipitados fueron lavados 

con etanol al 75c/o y se dejaron secar. El ARN total se resuspendio en 5 (Al de agua tratada 

con dietilpirocarbonato (DEPC), y se mezcló con 13.1^1 de solución de carga (Formamida 



50%, Formaldehído 0.66M y MOPS IX), las muestras se calentaron a 55°C por 5 min y 

enseguida se colocaron en hielo. Las muestras fueron aplicadas en geles de agarosa al 1% 

con formaldehído y transferidas mediante capitalidad a una membrana de nylon (Sambrook 

et.al. 1989). Las membranas se lavan con una solución 2X SSC por 15 min y se pre-hibridan 

con una solución de hibridación comercial (ExpressHyb, Clontech, Palo Alto CA.) a 65° C 

por 4 horas. 

Radiomarcaje. Para la reacción de radiomarcaje se utilizaron 30 ng de sonda de 

timotestin en un volumen final de 28 fil en agua, se desnaturalizo mediante ebullición 

(l00°C/5min) y enfriamiento brusco en hielo por 3 min. Enseguida se añadieron los 

siguientes reactivos: 

Amortiguador de mareaje 5X 10 |il 

iniciadores 5 

Enzima Klenow 2 ni (1 U/jU) 

dCTP (a-3ZP) 5 ni (50 nCi) 

La reacción se incubo a 37°C por 40 min, y se prepararon columnas de filtración en 

gel (BIO-RAD, Hercules CA., USA) para purificar la sonda. La sonda marcada con J2P se 

desnaturalizó y se colocó dentro del saco de hibridación de la membrana, incubándose toda la 

noche a 65°C. Las membranas se lavaron con las siguientes soluciones; 2 lavados fríos (2X 

SSC, 0.1% SDS, 25mM Na2HP04), 2 lavados a 65'C ( 0.2X SSC, 0.1% SDS, 25mM 

N32HPO4) y 2 lavados a 68°C ( 0. IX SSC, 0.1% SDS, 25mM Na2HP04). Las membranas se 

expusieron a films de rayos-X durante toda la noche a -70°C. 



6.10. Reacción de Transcripción Reversa y Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (RT-PCR). 

Para este ensayo se aisló y se normalizó la cantidad de ARN total, en base a 10,000 

células de cada subpoblación de timocitos aisladas mediante FACS. También ésta técnica se 

utilizó para generar ADNc de timo, bazo, ganglios linfáticos y testículo. En la reacción de 

transcriptasa reversa se utilizó 1 ni de oligo dT^-i« y agua libre de RNasas en un volumen 

11.5 (4.1, las muestras se incubaron a 70°C por 10 min, y enseguida se sometió a enfriamiento 

en hielo. Después se agregaron los siguientes reactivos: 

Inhibidor de RNasas (10U/nl) 0.5 (il 

Buffer 5X 4 .0 fil 

Ditiotreitol 0.1 M 2,0 ni 

dNTP's 10 nM 1.0 ni 

Transcriptasa Reversa (200U/nO 1.0 (U 

La reacción se incubó 42°C por 50 min. La reacción fue neutralizada mediante calentamiento 

a 70°C por 10 min. Como control de la concentración de los niveles de ADNc, se analizó la 

amplificación de la gliceraldehido-3- fosfodeshidrogenasa (G3PDH), un gene de expresión 

constitutiva. Las condiciones del PCR fueron de acuerdo con el método de la casa comercial 

Clontech (No. Cat. 5408-3, Palo Alto CA. USA). La técnica de PCR también ftie empleada 

para amplificar el marco de lectura de timotestin y para detectar la expresión en diferentes 

subpoblaciones célulares. 

a) Para la detectar la expresión de timotestin en las diferentes subpoblaciones 

célulares se utilizaron los oligonucleótidos; 



U-182 LT 5'- TTCTGGACAAAAGCTCACACGA-3' (22 nt), Tm: 55°C 

L-1616 LT 5 '-GGCTGCTGGATCAAGAAAACTACT-3' (24nt), Tm: 55°C 

Las condiciones de PCR fueron: desnaturalización 94°C/ 30 sec, apareamiento 60°C/ 1 min y 

extensión 68°C/ 3 min, por 35 ciclos. La enzima DNA polimerasa Taq utilizadá fue de alta 

fidelidad asi como su buffer (Roche Molecular Biochemicals, Indiana IN., USA). 

b) Para amplificar y clonar el marco de lectura (ORF) de timotestin, se utilizó ADNc 

de timo, bazo, nodulos linfáticos y testículo. Los oligonucleótidos 5' y 3' de timotestin 

fueron sintetizados por la compañía SIGMA-GENOSYS (Woodlands Tx. USA): 

U-LT 5 '-GGATCCGAATTCGTCGGCATGGATTCCACCGCCTG-3' 

L-LT 5'-CACAGTCGACTATACTAAGGTTCACAGTTTCTGGGC-3' 

El oligonucleótido iniciador U-LT (35 nt) contiene un sitio de restricción para la enzima Eco 

RI (Subrayado) y el codón de iniciación (ATG) del marco de lectura de timotestin. El 

iniciador L-LT (36 nt) contiene un sitio de restricción para la enzima Sal I y no contiene 

codón de terminación, para poder fusinarlo con péptidos (Flag-Hist) o proteínas 

recombinantes (GFP). Las condiciones de PCR son semejantes a las anteriormente descritas. 

6.11. Southern Blot 

Para el Southern blot se utilizaron geles de agarosa al 0.8 y 1.0 % para la resolución 

de los fragmentos de ADNc, al finalizar el corrimiento de la muestra, el gel se incubó con 

HC1 0.25 M por 8 minutos, después el gel se lavó con agua y se añadió la solución 

desnaturalizante (NaOH 0.5M; NaCl 1M) y finalmente la solución neutralizante (Trs-HCl 

0.5M; NaCl 1.5M). Después se montó la tranferencia de acuerdo a Sambrook et.al. 1989. Los 



ácidos nucleicos transferidos en la membrana se fijaron mediante luz ultravioleta (UV 

Crosslinker). Las condiciones de hibrididación y lavado se realizaron como se mencionó 

anteriormente. 

6.12. Hibridación in situ 

Para la hibridación in situ, primero se realizaron cortes hitológicos de timo y 

testículo. Los tejidos se incubaron toda la noche a 4°C en una solución de paraformaldehido 

al 4%. Posteriormente los tejidos se lavadoron con PBS pH 7.4 y deshidratados con un 

gradiente de concentración de alcoholes en PBS (30, 50, 70, 80, 95 y 100%), con cada 

solución se lavaron 2 veces por 30 min y los tejidos se almacenaron a 45C. 

Antes de realizar los cortes histológicos, los téjidos se lavaron 2 veces con las siguientes 

soluciones: 

Etanol al 100% por 30 min. 

Etanol:Histoclear 50:50 por 15 min. 

Histoclear 100% por 10 min. 

Los siguientes tratamientos se llevaron a 60°C 

Histoclear/Parafina 50:50 por 20 min 

Parañna 100% por 15min 

Una vez solidificada la parafina, el molde se removió y se montó en un microtomo 

para realizar los cortes histológicos (6 microns), cada sección se fue colocando en una baño 

de agua a 45°C y finalmente se montaron en portaobjetos cargados positivamente (Fisher, 

Cat. No. 12-550-15) dejándose secar toda la noche a 37°C. Todos los siguientes tratamientos 

se realizaron con reactivos libres de RNAsas. 



- Histoclear por 10 min 

- Etanol al 100% por 2 min 

- Etanol al 95 y 85% (2 min), 70% (5 min), 50 y 30% (2 min) 

- Cloruro de sodio 0.9% (5 min) 

- PBS pH 7.4 (5 min) 

- Paraformaldehido al 4% ( 20 min) 

- PBS pH 7.4 (5 min) 

- Incubarción con proteinaba K (20ng/ml) por 7 min 

- PBS pH 7.4 (5 min) 

- Paraformaldehido al 4% (20 min) 

- Trietanolamina-HCl pH 8.0 por 10 min 

- PBS pH 7.4 (5 min) 

- Cloruro de sodio al 0,9% (5 min) 

- Deshidratación con etanol 30, 50, 70, 85 y 95% (5 min) 

- Etanol 100% (2 min) 

Las laminillas histológicas se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Preparación de la sonda. Para generar las sondas sentido y antisentido se subclonó 

un fragmento de 400 pb del ADNc de timotestin, en los sitios de restricción EcoRV y Xhol 

del vector pBluescirpt KS II, este vector fue linearizado con la enzima de restricción Xhol 

para producir la sonda sentido, y EcoRV para la sonda antisentido, después de la digestión 

enzimática, cada plásmido linearizado se purificó mediante extracción 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y precipitación con etanol. Para producir la 

ribosonda se utilizaron los sigueintes reactivos: 



ljig de plásmido linearizado (1 |xl) 

5.5 ni de Agua DEPC 

6 \ü de buffer de transcripción 5X (Promega) 

1 jU de rATP, xCTP, rGTP (10 mM) 

1.5 p.' de Ditiotreitol 0.1 M 

1 |xl de Inhibidor de RNasas (10 U/^l) 

10 p.1 de " S tio-rtJTP (Perkin-Elmer, NEN) 

1 ni de ARN polimerasa (T3 o T7) (Promega Co. Madison WL, USA.) 

La reacción se incubó a 37°C por 3 horas. La reacción se neutralizó adicionando 2^1 

de DNasa I e incubando por 15 min a 37°C. Posteriormente se procedió a precipitar la sonda 

con 200^1 de ARNt (0.5 mg/ml), 250 \x\ de acetato de amonio 4M y 1 mi de etanol al 100% 

por 5 min en hielo, la cual se recuperó por centrifugación a 14000 rpm/7 min. La sonda se 

resuspendió en agua DEPC y se volvió a precipitar como se mencionó previamente. Para la 

hibridación se utilizaron 4 millones de cuentas or minuto (cpm), en un volumen de 100|Al por 

cada laminilla y se incubaron a 65°C en una cámara húmeda durante 18 horas. Para eliminar 

el exceso de sonda los cortcs histológicos fueron lavados con las siguientes soluciones: 

- Solución removedora de portaobjetos ( SSC 5X, 2-mercaptoetanol 15 mM) a 60°C por 

1 hora. 

- Solución I (Formamida 50%, SSC 2X, 2ME 40 mM) a 65°C por 30 min. 

- Solución NTE IX ( Cloruro de sodio 0.5M, Tris-HCl 0.25M pH8.0 y EDTA 0.1M) a 

37°C por Io min (3 veces) 

- Solución I a 65°C por 1 hora. 



- SSC 2X y SSC IX a temperatura ambiente por 15 min cada uno. 

Las laminillas se deshidrataron con diferentes soluciones de etanol al 30, 60, 80, 95% 

que contenían acetato de amonio al 0,3 M, y un último lavado con etanol al 100%. La 

intensidad de la señal radioactiva en los tejidos hibridados se detectó mediante la exposición 

con un film de rayos-X. Con base en los resultados anteriores, los cortes histológicos fueron 

sujetos a una emulsión fotográfica Kodak NTB-2 a 45 °C, y se dejaron secar toda la noche a 

temperatura ambiente. Al día siguiente los cortes histológicos se colocaron en una caja a 

prueba de luz y se expusieron por 5 días. Las laminillas se revelaron en el cuarto obscuro 

utilizando la solución reveladora KODAK D-19 por 2 min y se lavaron con agua destilada. 

Después se realizó una tinción nuclear utilizando una solución Hoechst (2 |ig/ml) por 2 min. 

Subsecuentemente las laminillas fueron cubiertas con una solución de balsamo canadiense y 

se dejaron secar por 7 días (Albrecht U., et.al. 1997). El análisis de la expresión in situ de 

timotestin se realizó mediante un microscopio Olympus BX60, equipado con una cámara 

digital SPOT (Diagnostics instruments, Sterling Hcights, MI. USA). 

6.13. Transcripción/traducción in vitro y SDS-PAGE 

Para realizar la transcripción y traducción en un sistema de reticulocitos de conejo, se 

subclonó direccionalmente el marco de lectura (ADNc) que codifica para la proteína 

timotestin mediante condiciones previamente mencionadas. El vector pCITE 2A (Novagen 

Madisun WI., USA) contiene el promotor para la polimerasa T7 y ademas provee una señal 

CAP durante la transcripción del ARNm de timotestin. Para la transcripción se utilizaron 0.5 

jxg del vector y se incubó con una mezcla de transcripción a 30°C por 15 min. Posteriormente 



se añadieron 30 |il de una mezcla de reticulocitos de conejo (Novagen Madison WL, USA), 

4 ni de J5S-metionina (40nCi) (Perkin-Elmer NEN, ) por un período de 1 hora a 30°C. Para 

neutralizar la reacción se añade Rnasa A y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente. 

Para analizar la producción de la proteina ti motes tin in vitro, se utilizó la 

electroforésis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para este 

fin se prepararon SDS-PAGE al 7.5% T con pH 8.8, y con un gel de empaquetamiento al 4% 

T, 2.66 C, a pH 6.8 . Las cantidades empleadas para elaborar los geles fueron las siguientes: Gel 

separador al 7.5 % T, pH 8.8 (geles de 16 x 14 cm x 1.5 mm ). 

Reactivo Cantidad 

Solución patrón de acrilamida 40 %T, 9.1 mi 

Solución patrón de bis-acrilamida 2% C. 5.0 mi 

Amortiguador Tris-HCl, 3.02 M, pH 8.8 6.25 mi 

Agua bidestilada 29.14 mi 

Dodecil sulfato de sodio al 20% 0.25 ral 

Persulfato de amonio al 10% 0.25 mi 

TEMED 0.025 mi 

Gel de Empaquetamiento al 4% T, pH 6.8 

Reactivo Cantidad 

Solución patrón de acrilamida 40% T 2.4 mi 



Solución patrón de bis-acrilamida 2%C 1.3 mi 

Amortiguador Tris-HCl, 1.25 M, pH 6.8 6.4 mi 

Agua bidestilada 14.5 mi 

Dodecil sulfato de sodio al 10% 0.125 mi 

Persulfato de amonio al 10% 0.125 mi 

TEMED 0.025 mi 

Para el corrimiento electroforético se utilizó un amortiguador trizma base 50 raM, 

glicina 384 mM, SDS 0.01% con un pH de 8.3. Para la preparación de la muestra se añadió 

amortiguador Laemli y 2-mercaptoetanol (BIO-RAD, Hercules CA..USA) y se sometió a 

ebullición por 5 minutos. También se utilizaron marcadores de peso molecular con un rango 

de 14.3 hasta 250 Kda (Rango completo rainbow, Amersham Life Science Piscataway, NJ. 

USA). El gel radioactivo fue secado al vacio y a una temperatura de 65"C por 1 hora. El gel 

se expuso con un film de rayos-X (Hyperfílm, Amersham Pharmacia BLotech Piscataway, 

NJ. USA) por un periodo de 18 hrs a temperatura ambiente. 

6.14. Western blot 

Para analizar proteínas mediante westem blot, se utilizaron geles SDS-PAGE al 7.5 

%T. Las muestras se obtuvieron de Usados celulares mediante sonicación y añadiendo un 

cocktail de inhibidores de proteasas (Aprotonina, Leupeptina, y Pepstatina; Roche Molecular 

Biochemicals Indianapolis IN., USA). El tratamiento térmico y los agentes reductores 

utilizados fueron semejantes al los previamente descritos. Una vez separadas las proteínas 

electroforéticamente por SDS-PAGE, se electrotransñrieron a una membrana de nitrocelulosa. 

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con una solución bloqueadora (leche descremada 



al 5 % en solución salina de fosfatos [PBS]), durante 1 hora a temperatura ambiente. La 

membrana se incubó con el primer anticuerpo a una dilución de 1:2000 o 1:5000 en la solución 

bloqueadora y se incubó toda la noche a 4°C. Al día siguiente, las membranas se lavaron y se 

adicionó el segundo anticuerpo policlonal anti-gammaglobulina conjugados con peroxidasa 

(Dilución 1:5000), y se dejaron reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente. La reacción 

antígeno-anticuerpo se reveló mediante la solución substrato-croraógeno de 

quimioluminiscencia (Super signal west pico, PIERCE Co., Rockford IL., USA), 

inmediantamente se procedió a exponer la membrana con un film de rayos-X, por un período 

de 5 minutos hasta 1 hora. 

6.15. Programas Analíticos. 

Para el análisis del ADNc de timotestin, se utilizaron los siguientes programas de 

computación: DNAstar (Lasergene file, Madison WI..USA) que contiene los programas 

editseq, seqman, primer select, align, protean, y mapdraw. Para determinar la estructura 

protéica de timotestin se utilizaron los programas Blast-P, DART, CD-seacch 

(www.ncbi.nlm.nih.govl. Para determinar los dominios espiral-espiral se utilizó el programa 

MacStripe 2.0 (www.york.ac.uk). Para analizar la localización subcelular se empleo el 

programa PSORT (www.psort.nibb.ac.jp) mientras que BLOCKS ('www.blocks.fhcrc.org"). 

ProDom (www.prodes.tolou5e.inra.frl. MOT1F (www.motif. genome.ad. i p ) fueron utilizados 

para identificar familias de proteínas. Finalmente, los programas del centro de análisis de 

secuencias biológicas (CBS, www.cbs.dtu.dk), fueron utilizados para analizar péptido señal, 

sitios de fosforilación y dominios transmembranales. 

http://www.ncbi.nlm.nih.govl
http://www.york.ac.uk
http://www.psort.nibb.ac.jp
http://www.blocks.fhcrc.org
http://www.prodes.tolou5e.inra.frl
http://www.motif
http://www.cbs.dtu.dk


7.16. Citocentrifugación celular y Microscopía de fluorescencia. 

Para analizar la localización subcelular de proteínas se utilizaron las células K562, y 

Jurkat. Las células fueron incubadas con el fluorocrorao específico para ADN (Hoechst 

33342 (10 ng/ral) a 37°C por 30 min, para identificar el núcleo. Las células se lavaron 3 

veces con PBS pH 7.4 y se colocaron diferentes concentraciones de células (50,000, 100,000 

y 250,000), mediante un cito-embudo (Cytofunnel, Thermoshadon Inc.) ajustado a un 

portaobjetos y centrifugando a 1000 rpm/ 5 min. Posteriormente se adicionó: 

- Formaldehído al 2% por 10 minutos o acetona (-20°C) 

- 3 lavados con la solución Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4 

- Solución bloqueadora universal (Novagen, Madison WL, USA) por 30 minutos 

- Primer anticuerpo diluido 1:1000 (PBS, Suero fetal bovino al 1%), toda la noche a 4°C. 

- 3 lavados con la solución Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4 

- Segundo anticuerpo, diluidos 1:2500. 

- 3 lavados con PBS pH 7.4 

- Solución de montaje (Research Genetics, Huntsville, AL., USA) y se dejan secar toda la 

noche a temperatura ambiente. 

Para analizar la reactividad del anticuepo se utilizó el microscopio de fluorescencia 

Olympus 1X70. Las imágenes fueron analizadas mediante el programa Adobe-Photoshop 

versión 5.5. 

6.17. Tamizajc de fosforilación (phosphospot). 

Este ensayo consiste en determinar el estada de fosforilación de proteínas cinasas en 

extractos protéicos. El sistema Phosphospot (JERINI, No. Cat. JE-258-1, Berlín, Alemania), 



consiste en una transferencia de fósforo radioactivo hacia un sustrato enzimàtico específico 

fijado en una membrana de nitrocelulosa. Las membranas de nitrocelulosa Phosphospot 

contienen 20 sustratos específicos para 16 proteínas ciñas as. solamente las enzimas en estado 

activo son capaces de transferir y 32P hacia el sustrato y su detección se realiza mediante 

autoradiografia de rayos X. A continuación se presenta el protocolo recomendado por la casa 

comercial. 

Las membranas se incuban en etanol por 5 min y se lavan 3 veces con el buffer de 

fosforilación (MOPS 50 mM, pH 7.2, NaCl 150 mM, MgCl2 30 mM, DTT 4 mM, p-

glicerofosfato 12.5 mM, EGTA 2 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, ácido okadaico y [ y-

32P] ATP 100 M), 10 minutos cada lavado. Para este ensayo se utilizó un buffer de lisis que 

se prepara adicionando al buffer de fosforilación, tritón X-100 (1%) y leupeptin (2 fxg/ml). 

Por cada 2 x 106 células se utilizó 1 mi de buffer de lisis y se incubó por 10 min en hielo, 

posteriormente el extracto proteico se centrifugó a 14,000 rpm por 15 minutos, y el 

sobrenadante se incubó con las membranas previamente equilibradas con etanol. La reacción 

de fosforilación se llevó acabo por 30 minutos a temperatura ambiente. Las membranas se 

lavaron con las siguientes soluciones: 

1) NaCl 1M 

2) TBS 50 mM, pH 7.2 ( Tween 20 1%, SDS 1%) 

3) Agua 

4) Etanol 



Las membranas se dejan húmedas y se exponen a un film de rayos X, por 18 horas. La 

autoradiografla se analiza utilizando una plantilla que orienta la posición de cada sustrato 

fijado en la membrana de nitrocelulosa. 

6.18. Ensayo de in mu noca mp lejos cinasas. 

Este ensayo se basa en el mismo principio que en el phosphospot, la diferencia es 

que la proteína cinasa se inmunoprecipita y se hace reaccionar con el sustrato (enolasa) en un 

butter de fosforilación y la reacción se analiza mediante SDS-PAGE. Para este estudio se 

utilizaron 1.5 mg de extracto proteico de las líneas celulares Jurkat-Flag y Jurkat-timotesUn, 

las células se incubaron con buffer de lisis ( HEPES 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl2 

1.5 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, Tritón X-100 1%) y se incubaron en hielo por 15 

minutos. El extracto proteico se centrifugó a 14,000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante se 

transfirió a un nuevo tubo eppendorff en donde se agregaron 6 |Xg de anticuerpo anti-src, la 

imnunoprecipitación se llevo a cabo toda la noche a 4° C. Posteriormente se añadió 6 ng de 

anti -inmunoglobulina de conejo Ig G y se incubó por 1 hora a 4°C en agitación, enseguida se 

añadió proteína A (30 min) y se incubó bajo las mismas condiciones y se lavó 3 veces con 

buffer de lisis (10 min cada uno). Al final el precipitado se resuspendió con 10 de enolasa 

(la enolasa se inactiva con ácido acético 46 mM a 37°C por 10 minutos) y se agrega el 

fósforo-y radioactivo en un buffer de Hepes-vanadato, después de 10 min se agregó un buffer 

de carga 3X y las muestras se sujetaron a ebullición por 5 minutos. El inmunocomplejo 

cinasa se analiza mediante 7.5 % SDS-PAGE. El gel de poliacrilamida se incuba en una 

solución de agua:metanol:ácido acético 5:5:1 por l hora, posteriormente el gel se somete a 

ebullición por 1 hora en una solución de KOH 1M. Nuevamente el gel es colocado en la 



solución fijadora por 45 min y se seca al vacío a 65°C. La señal radioactiva de la 

transferencia de fósforo gamma se detecta mediante autoradiografía de rayos X. 

6.19 Aislamiento de la fracción del citoesqueleto y citosoL 

Para aislar la diferentes fracciones celulares principalmente citosol y citoesqueleto, 

utilizamos las siguientes soluciones: 

Solución de lísis 1: NaCl 100 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, MgCb 1 mM, Tritón X-100 

0.5%, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, Leupeptin 10 ng/ml. 

Solución de extracción 2: NaCl 200 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 6.8; Tritón X-100 1%, SDS 

1%, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, Leupeptin 10 ng/ml. 

Para el fraccionamiento celular se utilizaron 20 x 10* células provenientes de la línea 

celular Jurkat-vector y Jurkat Timotestin, las células se lavaron con PBS, y la pastilla celular 

se resuspendió con 500 ni de solución de lisis 1. El lisado celular se incubó por 30 min en 

hielo y se centrifugó a 14,000 rpm por 15 min a 4"C. El sobrenadante se denominó fracción 

proteica citosólica y el precipitado contiene la fracción de citoesqueleto, a la cual se le 

adicinó 200 ni de solución de extracción 2. El extracto se mezcló mediante pipeteo, se incubó 

por 15 minutos a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugó como anteriormente se 

mencionó para obtener la fracción proteica del citoesqueleto. La concentración de proteínas 

se determinó mediante el método BCA (Pierce, Rockford, IL. USA). 



7. RESULTADOS 

7.1. RELEVANCIA DE TIMOTESTIN DURANTE LOS ESTADIOS 

EMBRIONARIO, FETAL, POST-NATAL Y ADULTOS DEL SISTEMA INMUNE Y 

REPRODUCTOR. 

7.1.1.a. Timotestin se expresa durante etapas embrionarias 

La migración celular es un proceso altamente regulado que es importante durante las 

primeras etapas embrionarias. Por lo tanto, la expresión de moléculas involucradas en los 

mecanismos de motilidad celular deben de expresarse en etapas muy tempranas del 

desarrollo embrionario. Congruente con esta predicción, análisis de northern blot, revelaron 

que timotestin se expresa en células embrionarias totipotenciales (Fig. 1A), las cuales se 

localizan dentro de la red celular que forman los blastocistos y sugiere que la expresión de 

timotestin es importante durante los estadios mas tempranos del desarrollo embrionario. Para 

determinar la relevancia de timotestin en diferentes etapas embrionarias, realizamos una 

cinética de expresión de timotestin mediante northern blot. El análisis reveló que timotestin 

se expresa desde el día 7 hasta el 17 dpc (Fig IB), aunque se observó un incremento de 

expresión de timotestin durante la etapa de organogénesis (11-15 dpc). También 

identificamos la expresión de dos ARN mensajeros de timotestin con un peso molecular de 

3.6 y 4.4 Kb. 
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Figura 1. Timotestin se expresa durante la embriogénesis. Northern blots. A. ARN 

total de células totipotenciales embrionarias. B. ARN mensajero de embriones. 1) 7 dpc. 2) 

11 dpc. 3) 15 dpc. y 4) 17 dpc. Los números que se muestran en el lado izquierdo del 

nor them blot, indican el peso molecular en kitobases (kb). La membrana se expuso con un 

film de rayos-X por 72 horas. Como controles de carga de la muestra, se utilizaron los ARN 

ribosomales (28 y 18S) visualizados en el gel de agarosa por tinción con bromuro de etidio 

(A) y la expresión de PRELI, un gene que se expresa constitutivamente en todas las etapas 

embrionarias. 



7.1.l.b. Timotestin se expresa en tejidos hematopoyéticos y linfoides durante 

etapas fetales y adultas. 

La detección de timotestin en etapas tempranas del desarrollo embrionario y la 

abundante expresión durante la organogénesis, condujo a examinar la presencia del ARN 

mensajero de timotestin en tejidos hematopoyéticos fetales y determinar la distribución en 

téj idos adultos. Análisis mediante northem blot revelaron que timotestin se expresa en saco 

vitelino desde el día 6 de gestación hasta el día 15, como se puede apreciar en la figura 2 

(carriles 2, 4, 6). El saco vitelino es un tejido heraato poyé tico embrionario que contiene los 

precursores célulares que migran hacia gónadas y tejidos hematopoyéticos (Ullman S.L. et 

al., 1997; Rich I.N., 1995; Ogawa M., et al., 2001). Con base en su abundante y estable 

expresión en diferentes estadios se confirmó que la expresión de timotestin es relevante en 

las diferentes etapas de gestación del ratón. En apoyo a su relevancia en el desarrollo 

intratímico detectamos que timotestin se expresa en timo fetal (Fig. 2). Consistente con la 

selectiva compartimentalización dentro del timo, la expresión de timotestin no fue detectada 

en otros órganos hematopoyéticos como el hígado fetal, el cual apoya fundamentalmente el 

desarrollo de linfocitos B, de precursores mieloides y eritroides (Wolber F. et al., 2002; 

Traver D., et al., 2001). 

En etapas adultas la distribución tisular del ARNm de timotestin es también 

predominante en órganos linfoides primarios como médula ósea y timo, además en tejido 

tcstícular (Fig 2). Estos resultados en conjunto indican que la expresión de timotestin es 

importante durante el desarrollo y maduración de los timocitos y en células germinales tanto 

en etapas embrionarias como en adultas. 
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Figura 2. Distribución tisular de timotestin en tejidos embrionarios y adultos. 

Northern blot. Tejidos embrionarios (5 |ig) carriles 1 - 8 y tejidos adultos murinos (10^g) 

carriles 9 - 1 6 . 1. Timo fetal, 2. Saco vitelino (6 dpc), 3-3a. Saco vitelino (8 dpc), 4. Saco 

vitelino (11 dpc), 5. Placenta (11 dpc), 6. Saco vitelino (15 dpc), 7. Placenta (16 dpc), 8. 

Hígado fetal (16 dpc), 9. Médula ósea, 10. Estómago, 11. Cerebro, 12. Músculo, 13. 

Corazón, 14. Testículos, 15. Hígado, 16. Timo, 17. Bazo, 18. Nodulos linfáticos. Exposición 

por 72 horas en film de rayos X. Sonda ADNc de timotestin radiomarcada con , ?P.Las 

flechas indican los trancritos de 3.8 y 4.4 kb de timotestin. 



7.1.2. A N A L I S I S DE E X P R E S I O N DE T I M O T E S T I N EN E L S I S T E M A 

I N M U N E . 

7.1.2.a. Timotes t in se expresa p r inc ipa lmen te en t imoci tos m a d u r o s local izados 

en la médula del t imo. 

El t imo es un órgano linfoide primario que esta conti tuído principalmente por corteza y 

médula como se muestra en el esquema 1. 
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E s q u e m a 1. Organizac ión celular del t imo. 



La región subcapsular esta principalmente constituida por células epiteliales 

corticales y por timocitos (CD4-CD8-), mientras que los timocitos en la corteza maduran y 

expresan los receptores CD4+CD8+ (dobles positivos). En la región corticomedular se lleva 

acabo la selección de timocitos a través de su afinidad por el antígeno presentado por células 

dendriticas (Sebzda E., et al., 1999). Las células seleccionadas positivamente pasan a formar 

los repertorios de timocitos CD4+- (cooperadores) y CD8+ (citotóxicos), los cuales se 

concentran en la médula del timo (Esquema 1). En acuerdo con la abundante expresión de 

timotestin en timo detectada en los experimentos precedentes, decidimos investigar si esta 

expresión es ubiqua en todas las diferentes regiones histológicas del timo. Por lo tanto 

aislamos timos de ratones C57BL/6 para realizar cortes histológicos y analizar la expresión 

de timotestin mediante hibridación in situ. En la figura 3, se puede apreciar la abundante 

expresión de timotestin en la región cortico-medular y en la medula de timo (fluorescencia 

roja, sonda antisentido). Estos resultados sugieren que la expresión de timotestin es más 

relevante en las subpoblaciones celulares que forman parte de la médula de timo. 

Para determinar el origen celular de la expresión de timotestin en timo, aislamos 

células mononucleares de timo CD3+ (linfocitos T) y CD3" (que incluyen macrófagos, 

células epiteliales y células dendriticas). El ARN total de cada subpoblación fue extraído y la 

expresión de timotestin fue analizada mediante RT-PCR. Los resultados presentados en la 

figura 3B demuestran que timotestin se expresa selectivamente en los linfocitos T CD3+ y no 

en el microambiente celular del timo. Estos datos son relevantes ya que confirman sin 

ambigüedad que timotestin se expresa exclusivamente en en timocitos. Las cantidades de 



ADNc utilizadas en este análisis fueron equivalentes para cada PCR, lo cual se comprobó 

mediante la amplificación de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH). 

A . SONDA ANTISENTIDO SONDA SENTIDO 

B. 

G3PDH 
Figura 3. Timotestin se expresa en linfocitos CD3+ de timo. A. Análisis de 

hibridación in situ de timo: (A) La flourcsccncia roja (sonda antisentido) indica la expresión 

de timotestin, y la flourescencia azul (sonda control: sentido) donde predomina la tinción 

nuclear con Hoechst 33342. Flecha de color negro y balnea muestran la médula y la corteza 

del t imo respect ivamente . B. RT-PCR. Carril 1, marcadores de A D N . 2. R T - P C R de 

t imocitos ( C D 3 + ) y 3. Células mononuleares (CD3 - ) . El p roduc to de ampl i f icac ión de 

timotestin fue de 3.1 Kb y el control de carga G3PDH de 900 pb. 



Con base en la selectiva expresión de timotestin en timocitos CD3+ y la abundante 

expresión de timotestin en médula de timo, nos hizo postular que la expresión de timotestin 

puede ser mayor relevancia en las subpoblaciones de timocitos CD4+ y CD8+. Con el fin de 

analizar esta hipótesis, analizamos la expresión de timotestin en las cuatro subpoblaciones 

diferentes de timocitos (CD3+CD4+CD8", C D 3 + C D 4 " C D 8 + , C D 3 + C D 4 + C D 8 + , CD3+CD4" 

CD8"). Como puede corroborarse en la figura 4, la citometría de flujo (FACS) permitió aislar 

las subpoblaciones de timocitos con una pureza del 98%. Después de extraer el ARN de cada 

una de las subpoblaciones, la expresión de timotestin se dctcctó mediante RT-PCR y 

Southern blots. Los análisis revelaron que aunque timotestin puede detectarse en las cuatro 

subpoblaciones de t imocitos (Fig. 4B), su expresión es predominante las subpoblaciones 

C D 4 + y CD8"1". Estos resultados son congruentes con la abundante detección in situ de 

timotestin en la médula de timo (Fig 3). Estos datos en conjunto, sugieren que la expresión de 

timotestin es relevante en la maduración y selección intratímica. 
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Figura 4. Expresión de timotestin por distintas subpoblaciones de timocitos 

m a d u r o s . A) Esquema del FACS para purificación celular. B) Anál is is de expresión 

mediante R T - P C R y Southern blot. Timoci tos C D 3 + : 1. CD4+CD8", 2. C D 4 " C D 8 + , 

3 .CD4+CD8+, 4.CD4-CD8". RT-PCR de la G3PDH se utilizó como control de carga. 



El t imo produce y exporta continuamente linfocitos T inmunocompetentes con un 

fenot ipo C D 4 + (cooperadores) y C D 8 ^ (ci totóxicos) a órganos l infoides secundar ios 

(Anderson G., et al. 2001). Basados en estos hechos decidimos comparar las subpoblaciones 

responsables de la expresión de timotestin tanto en timo como en bazo. El northen blot reveló 

que timotestin no se expresa en linfocitos T periféricos del bazo, sino exclusivamente en las 

células C D 4 + y C D 8 + del timo (Fig. 4). Estos resultados indican que la expresión de 

timotestin juega un papel central y exclusivo en los procesos de diferenciación intratímica. 

A. B. 
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Figura 5. Timotestin se expresa en timocitos CD4+ y CD8+ . Cada northern blot 

contiene 6 n g de ARN total de: A) Timocitos y B) Linfocitos T (bazo) con el siguiente 

fenotipo: Carril 1. C D 4 + y carril 2. C D 8 + . Las bandas ribosomales 18 y 28S fueron teñidas 

con bromuro de etidio como control de carga. 



7.1.2.b. La expresión de timotestin es antígeno (Ag) -independiente y exclusiva de 

la maduración intratímica. 

Análisis precedentes demostraron que timotestin no se expresa en linfocitos T 

vírgenes del bazo (Fig.5). Sin embargo no sabíamos si la migración hacia órganos linfoides 

secundarios como el bazo depende de la estimulación antigénica, y si la expresión de 

timotestin es por tanto Ag-dependiente. Con el fin de determinar si la expresión de timotestin 

es crítica para la localización de los linfocitos T en órganos linfoides secundarios durante la 

respuesta inmune, analizamos el efecto de la inmunización sobre su expresión por células 

C D 4 + y C D 8 + del bazo. Para realizar este análisis inmunizamos ratones con el antígeno 

Candida albicans (tal como se ejemplifica en el esquema 2), este microorganismo induce la 

activación de linfocitos T en bazo y su inoculación sucesiva, induce respuestas inmunes 

secundarias. Posteriormente los ratones fueron sacrificados para obtener los bazos y mediante 

gradientes de ficoll se aislaron las células mononucleares. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ 

fueron subsecuentemente purificados de acuerdo como se describió en la sección de material 

y métodos. La expresión de timotestin se analizó mediante northern blot. 

INMUNIZACION VIA INTRAPERITONEAL 
CON Candida albicans 

Ratones 
C57BL/6 

SEGUNDA INMUNIZACION 

OBTENCION DEL BAZO 

Esquema 2. Protocolo de inmunización. 



Tal como se puede comprobar en la figura 6, la expres ión de t imotest in es 

independiente del reto antigénico y ajena al microambiente del bazo. Estos resultados apoyan 

nuestra conclusión previa y confirman la relevancia de timotestin durante la diferenciación 

intratímica. 
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Figura 6. La expresión de timotestin es Ag-indcpendiente. El northern blot 

contiene 10 |Xg de ARN total. La membrana se expusó a un film de rayos X por 72 horas. 

ARN total de: 1. C D 4 + . 2. C D 8 + . Las bandas ribosomales 28 y 18S se tifieron con bromuro 

de etidio corno control de carga. 



7.1.3. EXPRESION DE TIMOTESTIN EN TEJIDO REPRODUCTOR 

7.1.3.a. Timotcstin se expresa selectivamente en tejido testicular. 

Análisis prel iminares de distr ibución tisular indicaron que timotestin se expresa 

predominantemente en el timo y en el te j ido testicular (fig 2). En virtud de estos importantes 

hallazgos, dec id imos realizar estudios m a s detallados de ditr ibución tisular en diversos 

órganos reproductores desdes etapas embr iona r i a s hasta adultas, incluyendo el te j ido 

reproductor femenino. Como se puede aprec iar en la figura 7, timotestin no se expresa en 

gónadas fetales ni tampoco en el ovario, ú tero o placenta. Esto sugiere que timotestin se 

expresa predominante en el tejido reproductor masculino durante etapas adultas. 

1 2 3 4 5 6 

Figura 7. Expresión selectiva de timotestin por el tejido testicular. El northern 

blot contiene 10 (ig A R N total de cada te j ido . 1.Gónadas fetales, 2 .0var io , 3. Utero, 4. 

Placenta, 5. Testículo, 6. Túbulos seminíferos. Las bandas ribosomales se emplearon como 

un control de carga. 



7.1.3.b. Timotestin se expresa en células germinales. 

En etapas adultas, los espermatozoides maduran en la zona basal-apical de los túbulos 

seminíferos, y finalmente son exportados hacía el epidídimo. Durante esta etapa de 

maduración las células germinales sufren drásticas alteraciones morfológicas mediadas por 

proteínas del cito esqueleto que favorecen la formación del flagelo. Todos estos mecanismos 

se presentan en etapas adultas (Tsutsui K., 1991; Hitzeman J.W., 1971; Johnson 1,, 1995, 

Mandal A., et al., 1999, Tanii I., et al., 1999, Robaire B„ et al., 2002). Consistente con esta 

noción, la expresión abundante de timotestin en el tejido testicular en el ratón adulto sugiere 

un papel relevante y específico durante la maduración de los espermatozoides. 

Para confirmar esta predicción, se llevaron a cabo análisis de hibridación in situ 

utilizando cortes histológicos de testículo de ratón. Como se muestra en la Figura 8a 

(flourescencia roja), la expresión de timotestin fue detectada en la región basal-apical del 

túbulo seminífero, zona histológica en donde las células germinales se encuentran en 

diferentes etapas de maduración e interaccionando con células de Sertoli. Para determinar 

cual es la población celular responsable en la expresión de timotestin, comparamos ARN 

total de testículo de ratones deficientes del receptor de andrógeno (Adr -/-), quienes carecen 

de la producción de células germinales pero contienen células de Sertoli normales (Gaspar 

M.L. et al., 1991), contra el ARN de testículo de ratones normales. Análisis mediante 

northem blot (Figura 8B) demostraron que el transcrito de timotestin se encuentra totalmente 

ausente en tejido testicular Adr-/-, indicando que timotestin es expresado selectivamente por 

células germinales. 
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Figura 8. Timotestin se expresa selectivamente por espermatozoides. A. Corte 

sagital de túbulos seminíferos de ratón adul to C57BLA6, hibridado con la sonda anti-sentido 

de t imotes t in ( f lourescenc ia ro ja en el pane l i zqu ie rdo) , o la sonda cont ro l sent ido 

( f lourescencia azul del c romógeno azul Hoechst 33342, en el panel derecho). La tinción 

eosina-hematoxil ina del panel central (microscopía de luz visible) se utilizó como control de 

integridad tisular. B. Northern blot, con 10 (ig de A R N total. 1. Ratón normal C57BL/6 , 2. 

Ratón def ic iente en el receptor del andrógeno (AR-/-) . Las bandas ribosomales 18 y 28S 

fueron teñidas con bromuro de etidio, como control de carga. 

7.I.3.C. Timotestin se expresa en estadios críticos de la espermatogénesis. 

La espermatogénes is en el ratón se incia a l rededor de los días 20-21 post-natales 

(Esquema 3). En esta etapa se detecta una gran expresión de proteínas involucradas en la 



maduración de las células germinales (Deng W., 2002). Para determinar la relevancia de 

timotestin durante la espermatogénesis aislamos ARN total de tejido testicular de ratones 

C57BL/6 a edades de 9, 12, 17, 23, 30, 35, 45 y 54 días, y la expresión de timotestin se 

analizó mediante northern blot. El análisis reveló una expresión de timotestin relevante a 

partir del día 23 (Fig.9), etapa cuando se inicia la espermatogénesis en el ratón, y con un pico 

máximo de expresión en el día 35. Mas aún, tal expresión se mantiene estable hasta el día 54. 

Estos resultados indican que la expresión de t imotestin es relevante durante los estadios^ 

críticos de maduración en células germinales. 
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Esquema 3. Cronología de la maduración de células germinales masculinas 

m u r i n a s . La línea con los números indica la secuencia de eventos en los primeros 35 días 

post-parto (dpp). Los intervalos de la mitosis, meiosis I, meiosis II y espertamogénesis están 

descritos en la línea inferior. Las espermatogonias colonizan los túbulos seminíferos después 

del nacimiento, para madurar a espermatocitos, espermátides y espermatozoides, como se 

indica en el esquema (Russell L. et al., 1992). Los números indican los dpp. 



1 2 3 4 5 6 7 8 

i «Aift* 

Figura 9. La expresión de timotestin coincide con la espermatogénesis del ratón. 

El northern blot contiene 10 n g de ARN total de testículo de ratón C57BL/6. Carriles: 1 al 8 

muestras de ARN total de 9, 12, 17, 23, 30, 35, 45 y 54 días respectivamente. La membrana 

se expuso a un film de rayos X por 72 horas. Las bandas ribosomales 18 y 28S se tiñeron con 

bromuro de etidio y se utilizaron como control de carga. 

7.1.3.d. Regulación hormonal sobre la expresión de timotestin. 

T i m o t e s t i n e s una mo lécu l a que se e x p r e s a a b u n d a n t e m e n t e du ran t e la 

espermatogénesis, lo cual sugiere que su expresión puede estar regulada por hormonas del eje 

h i p o f i s i a r i o ( E s q u e m a 4 ) . Para inves t iga r e s ta pos ib i l i dad , u t i l i z amos r a tones 

hipofisectomizados (que carecen de la expresión de timotestin en testículo) y administramos 



por vía subcutánea en la región dorsal del cuello del ratón, las hormonas luteinizante (LH), 

folículo-estimulante (FSH) y testosterona (T), en acuerdo con lo reportado en la literatura 

(Blackshaw A.W., et al. 1970; Neuma I., et al., 1991; Singh J„ et al., 1995; Lidsey J.S., et al. 

1996). Este exper imento se realizó con el fin de determinar cuales son las hormonas que 

t ienen una inf luencia posit iva sobre la expres ión de t imotest in . Pos ter ioremente al 

t ra tamiento, los ratones fueron sacr if icados y los test ículos fueron procesados para 

aislamiento de ARN total. La expresión de t imotestin por tejido testicular fue detectada 

mediante northem blots. 

Esquema 4. Control de la espermatogénesis por hormonas del eje hipofisiario-

t e s t i c u l a r . La glándula pituitaria secreta la LH, que actúa en las células de Leyding para 

promover la producción y secreción de testosterona (T). La T actúa en las células de Sertolli 

y favorece la maduración de los espermatozoides. La FSH es producida y secretada por la 

hipófisis y actúa directamente sobre células de Sertolli . Los ratones hipofisectomizados 

carecen de la producción de las hormonas folículo est imulante (FSH), hormona luteinizante 

(LH) y testosterona (T). 

GLANDULA PITUITARIA 

LH FSH 

CELULAS DF. SERTOLLI E S P E K M A T O G O N I A 



En la figura 10, se puede apreciar que las hormonas FSH y testosterona no tuvieron 

ningún efecto en la expres ión de timotestin en ratones hipofísectomizados (carriles 2 y 4 

respectivamente, sin embargo la hormona luteinizante (LH) fue la única hormona que indujo 

parcialmente la exp re s ión de t imotestin en los test ículos de ratones h ipofectomizados , 

comparada con el ra tón hipofisectomizado sin tratamiento (carril 5). Estos datos sugieren que 

ademas de la LH, se requieren otros factores (incluyendo citosinas) para iniciar la expresión 

de timotestin en testículo. 
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Figura 10. La hormona luteinizante favorece la expresión de timotestin en 

testículo. Northern b lo t con 10 p g de ARN total de testículo. 1. Ratón C57BL/6 de 54 días ( 

control normal). Las muestras de ARN de los siguientes carriles corresponden a ratones 

hipof ísectomizados c o n administración de las siguientes hormonas: 2. Hormona folículo-

estimulante, 3. H o r m o n a luteinizante, 4. Testosterona; 5. Ratón hipofectomizado (control 

negativo) y 6. Ratón pseudo-hipofisectomizado (cirugía de cráneo sin remover la hipófisis). 

Bandas de ARN r ibosomal utilizadas como control de carga. 



7.2. PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA TIMOTESTIN. 

7.2.1. Identificación de motivos que deduceo la localización subcelular y sugieren 

su relevancia funcional. 

Timotestin es una nueva molécula descubierta por nuestro laboratorio y reportada 

bajo el número de acceso (Pendiente), en el banco de genes del NCBI. Análisis pre-

eliminares de búsqueda en el banco de genes del NCBI, demostraron que timotestin contiene 

un 57% de similitud con dominios de proteínas contráctiles de citoesquleto de la familia 

ezrína-radixina-moesina (ERM). Para validar y confirmar estas predicciones utilizamos un 

número mayor de programas analíticos existentes, para localizar dominios estructurales que 

sean indicativos de una función determinada. 

Para determinar estructuras secundarias de la proteína timotestin, utilizamos el 

programa CD-search, DART y MacStripe 2.0 (Altschul S.F. et al., 1997; Schaffer A.A., et 

al., 1999; Lupas A., et al., 1991; Lupas A., 1996; Parry D.A.D., 1982), mediante estos 

análisis detectamos dominios espiral-espiral que abarcan las posiciones de los aminoácidos 

632 hasta 889, como se muestra en la figura 11 (aminoácidos subrayados). Estos dominios se 

presentan en un gran número de proteínas del citoesqueleto y en ocasiones su función esta 

regulada mediante mecanismos de fosforilación. Para determinar la existencia de 

aminoácidos con una alta probabilidad de fosforilación, utilizamos el programa Netphos 

(Blom N., et al., 1999). Mediante este programa analítico identificamos varios aminoácidos 

candidatos a fosforilación, como se muestra en la tabla 1. Estos aminoácidos presentaron un 

índice de probabilidad >0.700, este rango indica una probabilidad aceptable de fosforilación. 

Durante este análisis detectamos dos regiones que tienen una alta probabilidad de 



fosforilación y pueden sugerir motivos funcionales, (i) La secuencia TPPPSKDNA (Fig 11.) 

que es rica en prolinas, es indicativa de interacción con dominios SK3 presentes en proteínas 

tirosinas cinasas (Guappone A.C., et al., 1997; Hao S., et al., 2002; Susuki-Inoue K., et al., 

2002), lo cual sugiere la activación potencial de la cinasa y fosforilación de la serína presente 

en tímotestin. (ii) El otro sitio identificado en timotestin es una tirosina (IMDVYEMKL), que 

se localiza a cuatro aminoácidos antes de iniciarse los dominios espiral-espiral (Fig 12). Este 

sitio es clave durante la fosforilación porque puede inducir cambios conforrnacionales en 

estos dominios y activar la función de timotestin. Este tipo de sitios también se encuentran en 

las proteínas ERM, que en su estado inactivo se encuentran en forma de herradura, pero al 

fosforilar la tirosina cerca de los dominios espiral-espiral induce cambios estructurales que 

facilitan la unión a proteínas del citoesqueleto asi como a colas intracitoplasiuáticas de 

receptores membranales (Tsukita S., et al., 1999, Bretscher A., et al., 2000). 

Continuando con el análisis estructural de timotestin identificamos 2 sitios 

transmembranales en la región amino terminal en los aminoácidos 68-84 

(ISASLILSIISLLSQLA) y 202-219 (SSLTVWFALSILSSLTL) (Fig.12) mediante el 

programa PSORT (Nakai K.., et.al.,1992). Estos mismos datos fueron confirmados por el 

programa de proteínas transmembranales TMHMM (Moller S.f et al., 2001), situando la 

proteína timotestin en la membrana celular. 



Posición Secuencia consenso Probablidad Aminoácido 

432 CGDDSLKMH 0.928 Serina 

470 KVADSELCK 0.916 Serina 

590 TPPPSKDNA 0.839 Serina 

622 DIR1SDIMD 0.982 Serina 

702 QQLESERAQ 0.830 Serina 

732 ILTKSYMEL 0.932 Serina 

794 KEVQSQLAD 0.853 Serina 

812 K1AKSQEEK 0.992 Serina 

839 RKELSRTEQ 0.978 Serina 

849 RKELSIKAS 0.994 Serina 

854 ÜCASSLEMH 0.995 Serina 

252 DGTLTRKYS 0.700 Treonina 

443 KILTTLKCT 0.714 Treonina 

512 PRLITPLAF 0.710 Treonina 

668 RCQRTQAET 0.727 Treonina 

743 RNEATEKKN 0.825 Treonina 

752 TDLQTTCES 0.710 Treonina 

763 KHTETMKKL 0.715 Treonina 

628 IMDVYEMKL 0.758 Tirosina 

Tabla 1. Aminoácidos de la proteína timotestin con una alta probabilidad de fosforilación. 

Con base en los dominios estructurales identificados, timotestin es una proteína de 

membrana celular, que puede asociarse o activar tirosinas cinasas (src, fyn, yes, hik, lek, lyn, 

etc) a través de sus dominios ricos en prolinas (Yu, H., et al., 1994), con la posible capacidad 



de iniciar transducción de señales, mediante su receptor o ligando, y asi mismo interaccionar 

con proteínas contráctiles del citoesquleto através de sus dominios a-hélices espiral-espiral 

(Ver esquema 5). 
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Figura 11. Secuencia de aminoácidos de la protefna timotestin. Los aminoácidos 

que forman parte de los dominios transmembranales se localizan en el recuadro. Los 

aminoácidos que constituyen los dominios a-hélice espiral-espiral, están subrayados. Las 

regiones ricas en prolina están marcados con una línea punteada. 
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Esquema 5. Modelo hipotético de la proteína timotestin en timocitos y células 

germinales. 

7.2.2. Timotestin es una proteína con una masa molecular de 102 kilo Daltons 

(kDa). 

La secuencia de aminoácidos de timotestin se dedujo a partir del análisis del marco de 

lectura mediante el uso del programa edit-seq del software dnastar. Con estos resultados se 

determinó que la proteína timotestin posee una masa molecular de 102 Kda. Para comprobar 

el peso molecular de timotestin obtenido mediante el software dnastar, utilizamos un sistema 

de produción de proteínas in vitro que fueron radiomarcadas y analizadas mediante geles de 



poliacr i lamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) . Los resultados del SDS-

PAGE se muestran en la figura 12A, donde se puede observar que timotestin es una proteína 

de 102 Kda, con respecto a los marcadores de peso molecular conocido. El marco de lectura 

de t imotest in se clonó en vectores de expresión eucariótica y el efecto de su expresión 

forzada se analizó mediante ensayos de transfección en líneas celulares. La selección de las 

líneas celulares que expresan de manera estable a la proteína timotestin recombinante, nos 

permitió confirmar la masa molecular de 102 kDa, mediante western blots (fig. 12B). 
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Figura 12. La proteína timotestin tiene una masa molecular de 102 kDa. A. 

Autoradiograf ia de un S D S - P A G E al 7 .5%. Los Marcadores de peso molecular se 

encuentran a la izquierda del producto de la reacción de la transcripción- traducción in vitro 

de t imotestin. La proteína fue detectada mediante la incorporación de metionina 3 3S y 

expuesta a film de rayos-X por 14 horas. B. Análisis mediante western blot utilizando 30 ng 

de proteína total de las lineas celulares Jurkat , t ransfectadas con: 1. Vector-control , 2. 

Timotestin-flag. Para la detección de la proteína timotestin se utilizó un anticuerpo anti-Flag 

conjugado a la peroxidasa de hidrogeno. 



7.3. CONFIRMACION DE QUE TIMOTESTIN SE LOCALIZA EN LA 

MEMBRANA CELULAR. 

Análisis de predicción estructural revelaron que la proteína tímotestín posee dos 

regiones de aminoácidos con alto índice hidrofóbico, característica de moléculas de 

membrana celular. Para corroborar esta predicción y determinar la localización subcelular in 

situ, fusionamos timotestin con la proteína verde fluorescente (GFP) y realizamos 

transfecciones en la línea celular humana de origen eritroide K.562. Una vez establecidas las 

líneas celulares K562 que expresan permanentemente la proteína Timotestin-GFP 

recombinante, se realizó un análisis mediante microscopía de flourescencia. Como control 

interno de expresión membranal se utilizó la co-localización del receptor CD43 específica de 

la célula K562. La figura 13C identifica la expresión concomitante de timotestin y de la 

molécula CD43 sobre la membrana celular. Además se puede apreciar que timotestin 

presenta un patrón polar, característico de proteínas involucradas en transducción de señales 

que se localizan en microdominios de lípidos (Anderson R.G., et al., 2002; Zajchowski L.D., 

et al., 2002; Matko J., et al., 2002). Contrastando con la selectiva localización membranal de 

timotestin, la expresión de la proteína GFP se localiza ubiqua en toda la célula (Fig. 14). 



Figura 13. Timotestin se localiza en la membrana de las células K562. A. Análisis 

de localización subcclular de t imotcst in-GFP, mediante microscopía de flourescencia. B. 

Identificación del marcador de superficie C D 4 3 mediante flourescencia roja-Alexa-fiour 594. 

C. Sobre lapamiento de la imágenes A y B. Las imágenes fueron procesadas mediante el 

programa adobe photoshop 5.5. 

A. B. C. 

Figura 14. Análisis de expresión de la proteína GFP en células K562. A. Análisis 

celular mediante microscopía de contraste de fases B. Análisis de localización subcelular del 

vector-GFP, mediante microscopía de flourescencia. C. Sobrelapamiento de la imágenes A y 

B. Las imágenes fueron procesadas mediante el programa adobe photoshop 5.5. 



7.4. LA FUNCION DE TIMOTESTIN 

7.4.1 Timotestin activa la protcina tirosina cinasa pp60 c-src. 

Con base en su localización subcelular y a las propiedades fisicoquímicas de la 

proteína t imotestin, postulamos que timotestin podria interaccionar con proteínas cinasas. 

Para validar esta hipótesis, se estableció la línea celular (Jurkat [Humana]) que sobrexpresó 

la proteína recombinante timotestin fusionada con un péptido f lag, con sus respect ivos 

vectores control. Para determinar si timotestin t iene la capacidad de act ivar o inducir la 

fosforilación de cinasas utilizamos un tamizaje de cinasas comercial (Esquema 6). 

LISIS CELULAR (i X 10*) l Tritón X-100 1% + bufter de fosforilación] 

JURKAT/FLAG 
JURKAT / TIMOTESTIN-FLAG 

I 
LAS MEMBRANAS SE INCUBAN CON LOS 
USADOS CELULARES DF.: 

Esquema 6. Tamizaje comercial para proteínas cinasas. Las membranas de 

nitrocelulosa Phosphospot contienen 20 sustratos específ icos ( f i jados en la membrana de 

nitrocelulosa) para 16 proteínas cinasas, solamente las enzimas en estado activo son capaces 

de transferir y 3 2P hacia el sustrato y su detección se realiza mediante autoradiografía de 

rayos X. 



Para el análisis de fosforilación se utilizaron lisados celulares de las lineas celulares 

Jurkat que sobrexpresan el vector control (flag) y timotestin-Flag recombiante (Fig 12B) y se 

incubaron con el buf fer de fosforilación de acuerdo al protocolo descrito en la sección de 

material y métodos . La figura 15 demuestra que timotesin tiene la capacidad de inducir 

exclusivamente la actividad catalítica de la caseína cinasa II y la tirosina cinasa pp60 c-src. 

w 
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Figura 15. Timotestin activa la caseína cinasa II y la proteina tirosina cinasa c-

Src. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con extractos proteicos de la línea celular 

Jurkat-vector (A) y Jurkat Timotestin (B). La reacción de fosforilación se detectó mediante 

autoradiografía de rayos X. Los número indican los sustratos específicos para las proteínas 

cinasas: 1. Proteína cinasa dependiente de cAMP; 2. Proteína cinasa dependiente de cGMP; 3 

y 4. Proteína cinasa C; 5 y 6. Proteína cinasa dependiente de calcio; 7. Caseína cinasa II; 8. 

Proteína cinasa cdc2; 9. Proteína cinasa cdc2-p34; 10, 11 y 12. Proteína cinasa M A P 

p42/p44; 13. Caseína cinasa I; 14. Proteína cinasa S6; 15. Proteína cinasa de la cadena ligera 

de miosina; 16. Proteína tirosina cinasa del receptor de la insulina; 17. Proteína tirosina 

cinasa Csk; 18. Proteína cinasa Raf-1; 19. Proteína tirosina cinasa Abl; 20. Proteína tirosina 

cinasa pp60 c-src. 

Los resultados del tamizaje de fosforilación indican que la proteína tirosina cinasa 

pp60 c-src es un candidato idóneo para interaccionar con timotestin por varias razones: 1) 

per tenece a la familia de tirosinas cinasas Src, que son importantes en los procesos de 



madurac ión tanto en el s is tema inmune, c o m o en el r eproduc to r (Gares S.L., et al., 1999; 

Kornovsk i B.S., et al , 1994; Lacy H., et al., 2001) , 2 ) se localiza en membrana celular 

( R o d g e r s W. , 2002) , 3) t iene la propiedad de ac t iva r p ro te ínas contráct i les c u a n d o se 

t rans loca al c i toesquele to (Sai X. , et al., 1999), y 4 ) su act ivación esta impl icada en la 

m i g r a c i ó n ce lu la r (Hal l C .L . , et al. 1996; L iu J . , et al., 1999) . Con base en es tas 

caracter ís t icas func iona les nuestros exper imentos se en foca ron espec í f i camente sobre la 

t irosina cinasa pp60 c-src (Ver esquema 7). 

rf??????????????????????TTTTTT TT???????????????? MmmmmmMMmmL 
LA TIROSINA CINASA pp60 c-Src: 

ES UNA CINASA ASOCIADA A MEMBRANA 
CELULAR 

ESTA INVOLUCRADA EN LOS PROCESOS DE 
MIGRACION CELULAR. 

CUANDO SE ENCUENTRA ACTIVA, ES TRANSLOCADA HACIA E L 
C I T O E S Q U E L E T O , PARA ACTIV AR LA POLIMERIZACION DE F-
ACTINA. 

ACTIVA EL C O M P L E J O DE PROTEINAS CINASAS DE ADHESIO 
FOCAL (FAK). 

SE EXPRESA EXCLUSIVAMENTE EN T I M O C I T O S 
DURANTE LA MADURACION INTRATIMICA 

SE EXPRESA DURANTE LA ESPERMATOGENESIS. 

Esquema 7. Representación gráfica de la proteína tirosina cinasa pp60 c-src y sus 

principales características fisicoquímicas y biológicas. Los números colocados en la 

tirosina (Y), representan la posición de los aminoácidos . La fosfori lación en la tirosina 527 y 

416 indican un estado inactivo y activo respect ivamente de la cinasa c-src. 

SH3 

SH2 

Y 416 (CINASA ACTIVA) 

527 (CINASA INACTIVA) 

DOMINIO 
CINASA 



Para validar los resultados del tamizaje de cinasas, analizamos la expresión de la 

tirosina cinasa c-src a nivel proteico en las clonas Jurkat. El análisis mediante western blot 

(Fig 16A), detectó a la proteína c-src con un peso molecular de 60 kDa, cuyos niveles de 

expresión son semejantes tanto en la linea Jurkat control como la que expresa establemente 

limotestin-flag. Durante el análisis de western blot utilizamos un anticuerpo que reconoce un 

epítope entre los aminoácidos 89-169 de la proteína pp60 c-src, por lo que no se puede 

diferenciar la forma fosforilada de c-src localizadas en las tirosinas 416 y 527. Para analizar 

la actividad catalítica de la cinasa pp60 c-src, ensayos de immunoprecipitación de complejos 

cinasas demostraron que timotestín promueve efectivamente la fosforilación de pp60 c-src 

(Fig. 165). La intensidad de señal radiactiva corresponde a la capacidad enzimàtica (estado 

activo) de la cinasa ppóO c-src, para fosforilar el substrato proteico. Estos resultados 

demuestran la propiedad de timotestín para activar específicamente la proteína tirosina cinasa 

pp60 c-src. 
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Figura 16. Análisis de expresión y fosforilación de la proteina tirosina pp60 c-

Src. A . Anál is is de western blot con 30 ng de extractos proteicos. B. Ensayo de 

inmunoprecipitación de complejos cinasas, la reacción se detectó mediante autoradiografia 

de rayos X, con un t iempo de exposición de 18 horas. Para cada uno de los ensayos se 

utilizaron las clonas celulares Jurkat vector control y Timotest in-flag. que representan los 

carriles 1 y 2 respectivamente. 

7.4.2. Timotestin se co-localiza e interacciona con la proteína tirosina cinasa pp60 c-src 

en la superficie de linfocitos T. 

Timotest in es una proteina de membrana celular que tiene la función de activar 

directa o indirectamente la proteína cinasa c-src. Análisis de la secuencia de aminoácidos de 

timotestin demostraron la presencia de regiones ricas en prolina, los cuales favorecen las 

interacciones con las regiones SH3 de las tirosinas cinasas (Lau A.F., et.al. 1996). Esto indica 



que t imotest in y c-src pueden asociarse físicamente como se aprecia en el modelo hipotét ico 

del e squema 8. 

TIMOTESTIN 
TIROSINA CINASA 
pp60 c-src 

R E G I O N E S RICAS 
EN P R O L I N A 

COOH FOSFORILACION DE 
LA TIROSINA 416 

Esquema 8. Modelo hipotético de interacción entre la proteína timotestin y la 

tirosina cinasa pp60 c-src. 

Con base en nues t r a h ipótes i s r ea l i zamos e n s a y o s de inmunoprec ip i t ac ión para 

determinar el tipo de interacción entre timotestin y pp60 c-src. Estos análisis revelaron que la 

proteína cinasa c-src esta asociada al comple jo inmune precipi tado con el ant icuerpo anti-

Flag, c o m o se observa en la f igura 17 demos t rando la asociación directa o indirectamente 

entre t imotestin y la cinasa c-src . 
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Figura 17. Timotestin y la proteína tirosina cinasa pp60 c-src, interaccionan 

físicamente. 1.5 mg de extractos proteicos de las líneas celulares Jurkat Flag (Carril 1) y 

Jurkat Timotestin (Carril 2) fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-flag M2 

conjugado a perlas de agarosa, Inmediatamente después de la inmunoprecipitación, los 

complejos proteicos fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos anti-flag o 

anti-pp60 src respectivamente. 

Durante los ensayos de inmunoprecip ilaciones las proteínas se encuentran en 

suspensión y no compartimentalizadas como a nivel subcelular, lo cual favorece 

interacciones que en condiciones nativas no ocurren. Para determinar sí la asociación 

subcelular de timotestin y pp60 c-src ocurre en células intactas, realizamos análisis de co-

localización en la línea celular Jurkat que expresa timotestin-flag recombinante. Para este 

ensayo se utilizaron los anticuerpos anti-flag (flourescencia roja) y anti-src (fluorescencia 

verde, Alexafluur 488). Como se puede apreciar en la ñg 18b, se confirmó la distribución 

polar de la proteína timotestin recombinante en la superficie celular (flourescencia roja). Asi 

mismo se detectó y colocalizo la proteína pp60 c-src en forma polar con la proteína 

timotestin (fig. 18d). Estos resultados demuestran que la distribución polar de timotestin 



facilita la interacción e induce una eficiente activación de la proteína tirosina cinasa de pp60 

c-src, que pudiera facilitar la translocación hacia el citoesqueleto. 

Figura 18. Timotestin y la proteína pp60 c-src se localizan en forma polar en la 

membrana de la línea celular Jurkat que expresa de manera estable la proteína 

r e c o m b i n a n t e . Análisis de co-localización mediante microscopía de fluorescencia, con una 

ampl i f i cac ión 40X. A. Tinción nuclear con Hoechs t 33342 ( f lou rescenc ia azul) . B. 

Localización de t imotest in-flag (f luorescencia roja), mediante el ant icuerpo anti-f lag M2 

conjugado con el cromóforo Cy3, C. Identificación de la proteína c-src (flourescencia verde), 

D. Las imágenes B y C super impues tas donde la f luorescencia rosa demues t ra la co-

localización de timotestin con pp60 c-src en la membrana celular. 



7.4.3. Timotestín induce la translocación de pp60 c-src hacia el citoesqueleto. 

La migración celular esta mediada por señales extracelulares, que activan proteínas de 

membrana (timotestín) e inducen la fosforilación de proteínas cinasas, entre estas la proteína 

pp60 c-src es activada y translocada hacia el citoesqueleto para activar la contractina e 

inducir la polimerización de filamentos de actina. Estos procesos moleculares en conjunto 

ocurren durante los procesos de migración celular (Arthur W.T., et al., 2000; Bourguignon 

L.Y.W., et al., 2001). 

Con el fin de determinar si timotestín es capaz de activar y promover la translocación 

de la tirosina cinasa pp60 c-src hacia el citoesqueleto, aislamos las fracciones citosolicas y 

del citoesqueleto de las células transfretadas Jurkat. Como se puede corroborrar en la fig. 19, 

análisis de western blot demostró que timotestín induce la translocación de la proteína c-src 

hacia el citoesqueleto. Estos resultados confirman que la proteína timotestín tiene las 

propiedades de interaccionar, activar e inducir la translocación de la proteína tirosina cinasa 

ppóO c-src en una forma que es congruente con las funciones contráctiles involucradas en la 

migración celular. 
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Figura 19. Timotestin induce la translocación de la proteina c in asa c-src hacia el 

citoesqueleto. Análisis mediante western blot de las fracciones proteicas del citosol (Carril 1 

y 2) y citoesqueleto (Carril 3 y 4 ). Extractos proteicos de las líneas celulares Jurkat-Vector 

(Carril 1 y 3) y Jurkat-timotestin (Carril 2 y 4). Para la detección de la proteína pp60 c-src se 

utilizo el anticuerpo anti-src clona GDI 1 (Upstate, Lake Placid, N.Y., USA). 



8. DISCUSION 

Relevancia de la expresión de timotestin durante el desarrollo embrionario. 

En la embriogénesis, la migración celular esta mediada por señales «xtracelulres, que 

a la vez regulan la actividad catalítica de las proteínas cinasas involucradas en la activación 

de citoesqueleto, necesaria para la migración de precursores celulares (Linask, K., et al., 

1986; Imamoto, A., et al., 1993). En este mismo contexto, la detección de timotestin a los 1.5 

dpc (mórula segmentada de 8 células: EST con número de acceso AUO18569) y 3.5 dpc en 

células totipotenciales localizadas en la red celular formada por los blastocistos, sugieren que 

la expresión de timotestin puede jugar un papel importante en la activación de proteínas 

cinasas involucradas en la morfología celular que favorecen la implantación del blastocisto 

en la matriz. Mutaciones en el gene de timotestin podria afectar la implantación, o producir 

defectos en la formación de las capas embrionarias (ectodermo-mesodermo-endodermo). 

En el estadio embrionario 10.5 dpc, los precursores celulares del saco vitelino, migran 

hacia hígado, timo, acrta-gónada-mesonefros para iniciar la formación de los órganos 

hematopoyétícos, linfoides y reproductores (Migliaccio G. et al., 1986; Oostendorp R. A., et 

al., 2002). En completo acuerdo con su relevancia durante el desarrollo embrionario y 

maduración posterior al nacimiento, timotestin se expresa abundantemente en el saco vitelino 

(9-15 dpc), timo fetal (11 dpc) y en etapas adultas se expresa selectivamente en timocitos y 

en células germinales. Estos datos sugieren que timotestin se expresa en las células claves 

tanto para el desarrollo del sistema inmune como del reproductor, donde la migración celular 

es fundamental. 
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Esquema 9. Timotestin representa un vínculo de unión entre dos fisiologías 

distintas mediante un mecanismo común: migración asociada a maduración celular. 

Timo. 

En e tapas pos t -par to , los pro- t imoci tos recirculan y prol i feran en la reg ión 

subcapsular de la corteza del timo, para posteriormente migrar hacia la región corti-medular 

c o m o t imoci tos doble posi t ivos ( C D 4 + C D 8 + ; e squema 9). F ina lmente los t imoci tos 

seleccionados como CD4+ y CD8+ se concentran en la médula del timo, para ser exportados 



a órganos linfoides secundarios. La movilización de estas subpoblaciones celulares, por 

diferentes regiones histológicas del timo, se encuentran altamente reguladas por el 

microambiente y por la expresión de receptores membranales en los timocitos. También se ha 

reportado que la proteína tirosina cinasa c-src, se expresa selectivamente en timocitos durante 

la maduración intratímica (Branch D.R. et al., 1995), y participa en los mecanismos de 

migración celular de los timocitos. En apoyo en estos datos, timotestin es una proteína de 

membrana celular que se expresa de manera predominante en células seleccionadas CD4+ y 

CD8+ en tránsito a la médula tímica. Estos datos sugieren que timotestin y pp60c-src, pueden 

intervenir en los procesos de migración y exportación de los timocitos hacia la periféria. La 

exclusiva expresión de timotestin y ppóü c-src, junto con su correlativa ausencia en linfocitos 

T de bazo, confirman su predomiante fisiología durante la maduración intratímica. 

Tejido reproductor. 

La maduración de los órganos sexuales se presenta en etapas post-parto, y se 

encuentran reguladas por las hormonas del eje hipotálamo-hipofisiario (Achermann J.C., et 

al., 1999). En la maduración del tejido testicular murino, se puede observar un incremento en 

su masa tisular debido a la abundante y continua producción de espermatozoides (Esquema 

9). En cambio los tejido reproductores de la hembra (murina), están bajo diferente 

maduración hormonal y el número de oocitos produce idos en cada ciclo de ovulación es 

menor, comparado con la alta producción de espermatozoides en testículo (Erickson G.F., et 

al. 2000, y Eppig J.J., 2001). En este sentido, la correlación inversa en la expresión de 

timotestin entre tejidos reproductores masculinos y femeninos, pueden estar 

proporcionalmente asociados al número de células y a la restricción de los distintos ciclas 



celulares (Timmos P.M., et al., 2002). Este argumento se sostiene, debido a que 

recientemente identificamos un cDNA con una homología del 95 % en una biblioteca de 

oocitos murinos. Análisis mediante RT-PCR tiempo real, hibridación in situ, 

inmuno fluorescencia podrán determinar si existe una expresión relevante de timotestin en 

células germinales femeninas. 

El uso de ratones con mutaciones de origen natural, específicamente en proteínas 

involucradas en la maduración del tejido reproductor, han sido de gran utilidad para entender 

los mecanismos de maduración en células germinales. Los ratones deficientes en el receptor 

del andrógeno (AR), poseen una mutación nucleotídica que provoca una alteración en el 

marco del lectura del receptor, trayendo como consecuencia Ja producción de una proteína 

prematura no funcional. Los ratones deficientes en el AR, carecen de la producción de 

espermatozoides pero contienen poblaciones normales de células de Seitoli en los túbulos 

seminíferos (Gaspar, M.L. et al., 1991; Kuroda H., et al. 1989). Mediante el uso de estos 

ratones y análisis de hibridación in situ hemos confirmado que timotestin se expresa 

exclusivamente en las células germinales del túbulo seminífero en testículo. 

En los túbulos seminíferos se lleva acabo la espermatogénesis que se inicia en etapas 

post-parto alrededor de los días 21-23 y cuyo pico de maduración se detecta en el día 35. 

Duraute esta etapa existe un alta proliferación y maduración celular en los túbulos 

seminíferos, que se encuentran bajo la regulación de señales extracelulares (hormonas, 

citosinas) que son transducidas por proteínas cinasas. La tirosina cinasa pp60 c-src, se 

expresa efusivamente durante la espermatogénesis (Nishio H., et al. 1995; Chapin R. E., et 



al. 2001), lo cual sugiere una función relevante en los mecanismos de maduración. Gl 

hallazgo de que timotestin se expresa en el pico de la espermatogénesis del ratón y la 

demostración de su capacidad de asociarse y de activar a la cinasa pp60 c-src, apoyan 

fuertemente la hipótesis de que timotestin esta involucrado en la regulación de proteínas del 

citoesqueleto que favorecen los cambios morfológicos que conducen a la motilidad y 

migración del espermatozoide. En conjunto estos datos confirman que timotestin se expresa 

en lab células claves involucradas tanto en la reproducción como en la inmunidad. 

Procesamiento o estabilidad del ARNm. 

La diferencia en el peso molecular de los transcritos de origen testicular (células 

haploides), comparada con células somáticas ha sido un enigma, sin embargo estudios 

indican que las células haploides expresan diferente maquinaria de poliadenilación 

comparada con células somáticas (Walker W.H. et.al., 1999; Dass B., et.al., 2001). También 

existen otros factores que pueden influir en la talla o estabilidad del ARNm, que se localizan 

predominantemente en la región no traducible 3' (3'UTR) del ARNm, como son los sitios 

alternativos de poliadenilación (AAUAAA) o las secuencias ricas en adenina y uracilo 

(AUUUA) respectivamente. Las secuencias AAUAAA y AU se detectan principalmente en 

ARNm que producen proteínas involucradas en la diferenciación y proliferación celular, que 

juegan un papel crítico durante las etapas de maduración (Chyi-Ying A. et al, 1995). Con 

base a estas observaciones, hemos identificado recientemente regiones ricas en AU y sitios 

alternativos de poliadenilación en la región 3'UTR del gene timotestin murino y humano. 

Estos datos apoyan la conclusión de que la diferencia del transcrito de timotestin que se 

expresa en los timocitos y las células germinales se localiza en la región 3'UTR. Cabe 



mencionar que se aislaron clonaron y secuenciaron los transcritos presentes en testículo, 

timo, bazo y nodulos linfáticos, todos presentaron el mismo marco de lectura. Estos datos 

confirman nuestra previa conclusión. 

Significado de la estructura y conformación molecular. 

Timotestin es una nueva molécula que presenta dominos conservados de la familia 

ezrina-radixina-moesina (ERM), tal y como fue determinado por búsqueda del programa 

analitico BLAST-P (National Center of Biotechnology Information). Las proteínas ERM 

contienen un dominio denominado la banda 4.1, que tiene la propiedad de interaccionar con 

colas intracitoplasmáticas de proteínas de superfìcie (CD43, CD44, ICAM-1,-2,-3), para 

distribuir receptores durante eventos de polarización celular (Lankes W.T. et al. 1991; 

Tsukita S.A., et al., 1994; Serrador J.M., et al., 1997; Legg J.W., et al., 1998; Yonemuta S., 

et al. 1998). Consistente con este motivo funcional, timotestin prensenta un 57% de similitud 

a nivel de la proteína que comprende una secuencia de 199 aminoácidos localizados en la 

región carboxilo terminal de la proteína timotestin. Esto indica que timotestin tiene la 

capacidad de interaccionar con algunos receptores de membrana durante los mecanismos de 

adhesión-polarización celular. Para comprobar esta hipótesis, será necesario realizar ensayos 

de inmunoprecipitación y mediante análisis de western blot comprobar la inte rae con 

proteína-proteína. 

Las estructuras secundarias a-hélice espiral-espiral, se presentan principalmente en 

proteínas del citoesqueleto (filamentos intermadiaríos, caldesmon, miosina, etc.), estos 

dominios favorecen la interacción proteina-proteina. Con base en estas características 



moleculares, timotestin posee una similitud del 27% con estos dominios, lo cual sugiere que 

timotestin es una proteína que puede unirse a proteínas del citoesqueleto y formar un puente 

de unión con receptores membranales, durante los mecanismos de polarización celular. 

La proteína de superficie celular CD43, posee una región ¿ntracitoplasmática que 

interacciona con el dominio 4.1 de las proteínas ERM durante los mecanismos de 

polarización celular (Allenspach E.J., ct al., 2001). La colocalización polar de timotestin con 

CD43 y la correlativa similitud en los respectivos dominios, sugiere una colaboración 

molecular de estas proteínas en la adhesión y migración celular. Análisis de 

inmunoprecipitación podran confirmar estas predicciones. Estas observaciones también 

sugieren que timotestin puede activar mecanismos de polarización, mediante la formación de 

complejos proteicos en raicrodominios glicolipídicos (GEM) de la membrana celular y de 

esta forma regular señales intracelulares mediante la activación de cascadas de fosforilación 

en timocitos y células germinales. 

Relevancia Funcional 

El descubrimiento de timotestin y su capacidad de inducir adhesión-polarización-

migración asociados a maduración celular, justifica su temprana detección durante etapas 

embrionarias. Congruente con estas observaciones, entre los días 11-11.5 dpc ocurre la 

primera onda de colonización del timo, que es invadido por precursores linfoides que 

provienen del saco vitelino y a los 15 dpc comienza la maduración de timocitos en timo fetal. 

Consistente con estos antecedentes el pico de expresión de timotestin coincide a los 11 dpc y 

se mantiene hasta el 17 dpc, esto indica que timotestin es una proteína involucrada en los 



mecan i smos de moti l idad celular para los precursores tún icos y además puede estar 

involucrado en los procesos de maduración y formación del t imo fetal. Por otro lado, en las 

gónadas fetales en estas mismas etapas las células germinales primordiales migran del saco 

vitelino y se establecen en los bordes genitales. Estos hechos indican que timotestin es una 

molécula vital para la mobilización tanto de células progenitoras del sistema inmune como 

reproductor, durante etapas embrionarias asi como en adultas (Esquema 10). 

A U * T á p e s e , 2 - 5 d p C 

detecta: I M l J d p c 

Migración de 
precursores; 

Migración de células germinales 
primordiales a los 10 dpc . 

HenialopoiesLs fetal 
Células primordiales Formación del timo 
germinlaes Maduración de los bordes 

genitales 

Esquema 10. Representación gráfica de los eventos de migración y maduración 

de los órganos linfoides y reproductores durante la embriogénesis. Las células 

primordiales germinales colonizan en el saco vi tel ino en e tapas muy tempranas de la 

embriogénesis , para poster iormente migrar hacia los bordes germinales y favorecer la 

formación de las gónadas fetales, Así mismo los precursores hematopoyéticos que dan origen 

a los linfocitos T, se localizan en saco vitelino para después migrar e invadir el arco faríngeo 

para favorecer la formación del timo. Estos eventos de migración asociados a maduración 

tisular están regulados por activación de tirosinas cinasas. 

En etapas adultas, los modelos mas representativos con mecanismos de migración 

asociados a maduración celular son el t imo y el te j ido testicular. En el presente t rabajo 

descubrimos una nueva molécula denominada timotestin, que es el vínculo de unión entre el 



tejido reproductor y Unfoide mediante un mecanismo común. Tanto en el timo como en el 

tejido testicular, los timocitos y células germinales reciben señales extracelulares (citosinas, 

hormonas), para ser polarizados y migrar hacia la zona apical (testículo) o medular (timo). 

Además estas células maduran mediante interacción célula-célula que proveen señales de 

sobrevida (células nodrizas, dendríticas, de Sertolli) para resistir los mecanismos de 

apoptosis presentes en ambos tejidos. Durante estos procesos los timocitos y células 

germinales sufren alteraciones citoesqueléticas que se encuentran ambas altamente reguladas 

por eventos de fosforilación. 

Durante la maduración intratímica la tirosina cinasa c-src, es translocada hacia el 

citoesqueleto para activar la contractina e inducir la polimerización de la F-actina y formar 

emisiones de ñlopodia y lamelopodia. Además, la cinasa c-src activa miembros del complejo 

de adhesión focal (FAK), como son la paxilina, vinculina, p 130 Cas, para favorecer los 

mecanismos de adhesión y polarización de los timocitos (Guan J.L., 1997; Kanner S.B., et 

al., 1999; Schlaepfer D.D., et al., 1997 y 1999). En conjunto los mecanismo de fosforilación 

mediante ti ros i ñas cinasas son requeridos para la maduración intratímica. 

En el caso de los espermatozoides, existen otras proteínas del citoesqueleto que 

favorecen la motilidad de los espermatozoides, como son la FS39, Stap, Spag4 y Spag5 que 

proporcionan rigidez a los filamentos de tubulina que contituyen el flagelo. Estas proteínas 

están altamente reguladas por tirosinas cinasas al igual la proteínas de los timocitos. La 

abundante expresión e interacción molecular entre la tirosina cinasa pp60 c-src y timotestin 



durante la espermatogenesis, al igual que ocurre durante la maduración intratfcnica, indican 

que timotestin activa y regula proteínas del citoesqueleto en las células germinales. 

Asi mismo, tanto en los timocitos como en las células germinales, proponemos que 

timotestin activa en forma polar a la tirosina cinasa pp60 c-src e induce su translocación 

hacia el citoesqueleto para activar los mecanismos de polimerización de actina y tubulina, 

para favorecer los mecanismos de adhesión-polarización y migración celular, asociados a 

diferenciación y maduración celular. En este mismo Contexto, proponemos que la cinasa c-

src activada por timotestin puede activar miembros de la cinasa de adhesión focal (FAK) y 

formar complejos proteicos con p l30 Cas, vinculina, talina y paxilina. En conjunto estas 

interacciones pueden activar la cascada de fosforilación MAPK/ERK, contituída por 

proteínas G, sos, Ras, Raf, MEK y ERKs (Timpson P., et al., 2001; Wehrle-Haller B., et al., 

2002). Por lo tanto proponemos que la proteína timotestin es una molécula rio arriba, que 

puede regular la vía MAPK/ERK, durante los mecanismos de migración asociados con la 

maduración intratímica y testicular (Esquema 11). 

En resumen proponemos que la expresión de timotestin, favorece los mecanismos de 

exportación de los timocitos hacia a la periferia (bazo, nodulos linfáticos) para brindar 

inmunidad, y por otro lado facilita la movilización de las células germinales hacia el 

epidídimo para ser capacitadas y exportadas para la fecundación. Timotestin por lo tanto, 

representa un mecanismo común programado por la naturaleza para garantizar la efectividad 

de dos fúncuiones criticas: inmunidad y reproducción 
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Esquema 11. Mecanismo de acción hipotético de la proteína timotestin en los 

eventos de migración celular. 



9. CONCLUSIONES 

1. Timotestin es una nueva molécula de descubierta en nuestro laboratorio. 

2. Timotestin se expresa selectivamente en las cuatro subpoblaciones de timocitos 

(timo) durante su maduración en timo, esta expresión esta ausente en linfocitos T de 

bazo. 

3 . Timotestin juega un papel crítico y predominante durante la diferenciación 

intratímica. 

4. Timotestin se expresa selectivamente en las células germinales al día 23 post-parto, 

etapa cuando se inica la espermatogénesis en testículo de ratón. 

5 . Timotestin es relevante en los procesos de migración celular en tejidos 

hematopoyéticos durante etapas embrionarias. 

ó. La hormona luteinizante favorece la expresión de timotestin en testículo. 

7. Timotestin es una proteína de membrana celular con un peso molecular de 102 kDa, y 

ademas contiene una similitud significativa con proteínas de la familia Ezrina-

Radixina-Moesina. 

5. Timotestin induce la activación de la caseína cinasa II y de la proteína tirosina cinasa 

pp60 c-src. 

9. Timotestin y ppóO c-src se colocalizan en linfocitos T polarizados e intraccionan 

físicamente a nivel celular. 

10. Timotestin induce la translocación de pp60 c-src hacia el citoesqueleto. 



10. ESTUDIOS FUTUROS 

1. Generar ratones deficientes en la expresión de timotestin, para validar los estudios in 

vitro. 

2 . Determinar los dominios funcionales de la proteina timotestin, mediante la 

generación de mutantes dominantes negativas. 

3. Realizar ensayos de cinasas con otros miembros de la familia tirosina cinasas Src 

(fyn, hck, yes, lek, syc, lyn) y tamizaje de infracción proteína-proteína. 

4. Determinar la existencia de un ligando o receptor de la proteína timotestin 

5. Analizar la asociación y efecto de timotestin en microdominios ricos en lípidos y 

glicoproteínas en Timocitos. 

6. Realizar estudios de microscopía tiempo real en timocitos, activados o inmovilizados 

mediante el uso de anticuerpos contra la proteína timotestin. 

7. Determinar el efecto de timotestin en el ciclo celular. 

8. Caracterizar la región promotora del gene timotestin, para determinar los elementos-

cis requeridos para la expresión de timotestin tanto en linfocitos como en 

espermatozoides. 

9. Correlacionar el estado activo del oncogene v-src en cáncer, con la expresión de 

timotestin. 

10. Determinar la relevancia fisiológica de la activación de la caseína cinasa TI, mediada 

por timotestin en timocitos y espermatozoides. 
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