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RESUMEN

Papel de los elementos off-
1 del promotor del gen de orexina (HCRT) en la regulacion de su expresién.

Introduccién. Las hipocret; i m
: etinas u i
gty orexinas son neurotransmisores peptidicos involucrados principalmente en la
IClo de vigilia A m i m
gha / sueno y el antenimiento de la homeostasis energética del organismo. Eslos

rtir ; y o —

Esludios prevs i de la prepro-orexina, cuya expresion se delimita al hipotalamo lateral (LH).
evios r )

p ealizados en nuestro grupo de investigacion han demostrado que la deficiencia de células

peptidos son originados a pa

orexinérgicas se asoci .
g Cla con el desarrollo de un fenotipo narcoléptico en ratones knock-out al factor de

transcripcién ,
pcion ebf2 y que el promotor det gen de prepro-orexina (HCRT) contiene dos sitios potenciales de union

(sitios olf-1) para ebf2. Sin embargo, la regulacion de la biosintesis de los niveles de prepro-orexina a nivel
molecular no ha sido completamente esclarecida, en el presente estudio se resaltan elementos moleculares
claves en la regulacion transcripcional del gen de prepro-orexina.

Objetivo. Evaluar el papel de los elementos olf-1 del promotor minimo del gen HCRT murino en la regulacion de
su transcripcion.

Material y métodos. Se obtuvieron lineas celulares que expresan de manera semiestable el gen reportero /ucia,
que codifica una luciferasa secretable. Estas lineas corresponden a linajes neuronales y no neuronales, que
ademas sobre-expresan ebf2 con el fin de analizar la participacion de dicho factor de transcripcion sobre la
regulacion de la expresion de luciferasa inducida por el promotor del gen HCRT murino y sus distintos derivados
sintéticos. Se utilizé6 RT-qPCR para evaluar la expresion de luciferasa a nivel de mRNA inducida por cada una de
las variantes del promotor en cada una de las lineas celulares semiestables. Finalmente, mediante un ensayo de
retardo de movilidad electroforética (EMSA) se determiné Ila interaccién in vitro de ebf2 con los sitios olf-1
presentes en el promotor minimo del gen HCRT.

Resultados. En las lineas celulares que sobre-expresan ebf2 transfectadas con las variantes del promotor con
mutaciones en un sitio olf-1 proximal al sitio de inicio de transcripcion (TSS) del gen HCRT se incrementa la
actividad de luciferasa con respecto a las células que contienen la secuencia silvestre del promotor. Esto
correlaciona con un aumento del nimero de copias de mRNA que codifica para luciferasa. En las células no
neuronales que sobre-expresan ebf2, con mutaciones en un sitio olf-1 distal al TSS disminuyen la actividad de

luciferasa y los niveles de su mRNA, y también parece cambiar el TSS hacia una posicion rio abajo del sitio

original. Los ensayos de EMSA demuestran que la secuencia olf-1 distal es un sitio de unioén para ebf2.

Conclusiones.

Los sitios off-1 proximal y
transcripcién del gen reportero
efecto es dependiente del conlexto
gen HCRT murino y es sitio diana para €

No. de registro de Comité de Etica: Este

de Comité de Etica: BI12-006.

distal presentes en la region promotora del gen HCRT murino participan regulando la

y modificando su expresion en lineas celulares neuronales y no neuronales. Este

celular. El sitio off-1 distal parece ser un regulador positivo del promotor del

| factor de transcripcion ebf2.
trabajo fue apoyado por donativo Conacyt No. 220342. No. de registro

y Pegse

=

Dra. C. Viviana C. Zomosa Signoret

Director de Tesis
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CAPITULO I: INTRODUCCION.

La narcolepsia es un trastorno neurolégico cronico del suefio que se caracteriza
por somnolencia diurna excesiva, cataplejia y paralisis del suefio, se ha
reportado que afecta del 0.02 al 0.18% de la poblacion [1, 2].

El control de suefio y la vigilia es un proceso complejo que implica la actividad
coordinada de numerosos circuitos neuronales. Se cree que un papel
fundamental en este fenbmeno es jugado por las neuronas del hipotalamo que
sintetizan y liberan orexinas (también conocidas como hipocretinas) [3]. En los
seres humanos, la poblacién de células orexinérgicas esta formada por
aproximadamente 70,000 neuronas que se localizan exclusivamente en el area
hipotalamica lateral [4]. Por lo que su localizacibn muestra una posicion ideal
para influir en el suefio y la vigilia. Las orexinas tienen un amplio espectro de
efectos reguladores en el sistema nervioso central ya que modulan la
excitabilidad celular a través de su interaccion con dos receptores acoplados a
proteinas G, OxR1 y OxR2[5] . Las hipocretinas, son dos péptidos derivados de
un unico precursor producido en el hipotalamo lateral (LH). Durante la ultima
década, el sistema de orexinas se ha asociado con numerosas funciones
fisiologicas, incluyendo el ciclo vigilia-suefo [5], la homeostasis energética [6],
sistema endocrino [7], y estados patoldgicos tales como la narcolepsia [8] y el
abuso de drogas [9]. Se ha demostrado que la deficiencia de las neuronas
orexinérgicas conduce al desarrollo de un fenotipo narcoléptico [8, 10-12]. Sin
embargo, no se han definido completamente los mecanismos fisiolégicos que
regulan la expresion de orexinas durante el desarrollo ni durante las variaciones
circadianas, por lo que es de gran interés la comprension de los elementos
moleculares clave en la regulacion de la expresion de las orexinas, y como
estos pueden servir para definir dianas potenciales con el fin de generar nuevas
terapias dirigidas a diversos trastornos relacionados con el suefio, la

alimentacion y las adicciones.



CAPITULO Il: ANTECEDENTES.

2.1 Historia de las hipocretinas (orexinas).

En 1998 de Lecea y cols., utilizando hibridacion sustractiva generaron una
biblioteca de cDNA para representar los mMRNAs de mayor prevalencia en el
hipotalamo. Esta lista, que contenia 43 secuencias diferentes, revelé que las
neuronas del hipotalamo se especializan en la expresién de moléculas de
sefalizacion intercelular, y que el 40% de las clonas identificadas codifican para
neuropéptidos transmisores. Identificando que la clona mas frecuente codifica
para la prepro-orexina o prepro-hipocretina [13].

De forma independiente, Sakurai y cols (1998), publicaron estudios que
describieron una busqueda bioquimica sistematica de ligandos peptidicos
endogenos para multiples receptores huérfanos acoplados a proteinas G
(GPCR). Identificaron dos neuropéptidos que activan dos receptores huérfanos
estrechamente relacionados y determinaron que el precursor de estos péptidos
se expresa exclusivamente en el hipotalamo lateral (LH). También demostraron
que el receptor de la orexina-A (Hcrt-1) tiene una afinidad mas alta para la
orexina-A, mientras que el receptor de la orexina-B (Hcrt-2) tiene una afinidad
similar para ambos péptidos [14].

Estudios de hibridacion in situ mostraron que el mMRNA de la prepro-orexina se
produce por un grupo discreto de neuronas (~5000 en roedores [15]; 50 - 80
000 en seres humanos) distribuidas de forma bilateral en el hipotalamo posterior
lateral [10]. En la Tabla | se muestran algunos acontecimientos importantes en
el estudio de las orexinas a lo largo de la historia.



Tabla I. Antecedentes sobre las orexinas

Ano Hallazgo Autores
Se reportd la identificaciéon de las orexinas por dos
grupos independientes que utilizaron De Leceay
diferentes  estrategias  (biologia  molecular vy cols.
1998 farmacologia inversa).
Se demostr6 que la administracion de orexina A u | Sakuraiy cols.
orexina B en el ventriculo lateral intracerebroventricular
(ICV) aumenta la ingesta de alimentos en ratas.
Se sugiere la importancia de las orexinas en la
regulacion del ciclo vigilia / suefio.
1999 | Se identificaron mutaciones en el receptor de orexina- Liny cols.
2, gen responsable de la narcolepsia y cataplejia
canina.
Peyron et al.
Se confirman las interrupciones del sistema de las
2000 orexinas (humanos) en la narcolepsia-cataplejia. Thannickal et
al.
Se demuestran las distintas funciones de cada | Williey cols.
receptor de las orexinas en la regulacion del suefio y
2003 vigilia. Yamanaka y
Se indicé que las neuronas de orexina se activan bajo cols.
el balance energético negativo, y son necesarias para
aumentar la excitacion en la busqueda de comida.
Se identificaron las proyecciones de las neuronas de | Sakuraiy cols.
2006 orexina A.
Se encontré que la administracion por via oral de un
antagonista de orexina (ACT-078573) bloquea los | Brisbane-Roch
2007

receptores de orexina en concentraciones nanomolares

e induce el sueno.

y cols.




2.2 Generalidades de las orexinas.

2.2.1 Las orexinas y sus receptores.

Las orexinas derivan del péptido precursor prepro-orexina, conformado por 130
aminoacidos (aa) en roedores y 131 aa en humanos, el cual es escindido por
protedlisis, generando las orexinas A (33 aa) y B (28 aa) [14].

La orexina A (OxA) es un péptido de 3562 daltons, con un residuo piroglutamilo
N-terminal y un residuo C-terminal amidado. Los cuatro residuos de cisteina de
la orexina A forman en conjunto dos enlaces disulfuro dentro de la cadena. Esta
estructura se encuentra completamente conservada entre varias especies de
mamiferos (humano, rata, raton, vaca, oveja, perro y cerdo) [16]. Por otro lado,
la orexina B (OxB) es un péptido lineal de 2937 daltons, con un extremo C-
terminal amidado, que es 46% idéntico en su secuencia a la orexina A, mientras
que el extremo N-terminal es mas variable (Figura 1) [16].

Los efectos de las orexinas A y B son mediados a través de dos receptores
acoplados a proteinas G: receptor de orexina 1(OxR1) y receptor de orexina 2
(OxR2). ElI OxR1 es selectivo de OxA, mientras que OxR2 es un receptor
sensible tanto para OxA como para OxB. El OxR1 se acopla exclusivamente a
la subclase Gq de proteinas G heterotriméricas, mientras que OxR2 se acopla a
Gioy /0 Gq.

Los receptores de orexina presentan patrones espaciales de expresion
diferencial en el cerebro de rata [17, 18]. El OxR1 se expresa de manera
abundante en el locus coeruleus (LC), mientras que el OxR2 lo hace en el
nucleo tuberomamilar (TMN), ambos receptores comparten su expresion en el
nucleo tegmental laterodorsal / pedunculopontino (LDT / PPT), el nucleo dorsal
de rafe (DRN) y el area tegmental ventral (VTA) (Figura 3) [16, 19]. Los
receptores de Ox1 son importantes para los efectos neurobiolégicos que
impulsan la busqueda de drogas como la morfina, cocaina, nicotina, y el
alcohol. En contraste, los receptores Ox2 han sido implicados con mas fuerza

en la regulacion del ciclo vigilia - suefo y excitacion [20]. Mientras que algunos



estudios sugieren que los anteriores juegan un papel menor en la busqueda de

drogas durante la conducta adictiva [21].
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Figura 1. Descripcion general del sistema de orexinas.

(A) se muestran las estructuras de los péptidos maduros de orexina A y orexina B. La topologia
de los dos enlaces disulfuro dentro de la cadena de la orexina A se indica encima de la
secuencia. Las partes sombreadas indican la identidad de aminoacidos. Las secuencias de
orexina A en mamiferos identificadas hasta ahora (humano, rata, ratén, cerdo, perro, ovejas y
vacas) son todas idénticas. (B) se muestra una representacion esquematica del sistema de las

orexinas. Editada de Ohno, K. y T. Sakurai (The Journal of biological chemistry ),2008 [16].

2.3 Vias de senalizacion de las orexinas.

El principal efecto de las orexinas sobre sus células diana es la despolarizacion
de las neuronas con incrementos en su excitabilidad y la tasa de disparo [22-
24). Esta despolarizacion se logra mediante la inhibicion de los canales de K™ o
la activacion de canales catidnicos no especificos [25].
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Figura 2. Cascadas de senalizacion para las orexinas.

La union de OxA (flechas rojas) y OxB (flechas verdes) a los receptores OxR1 y OxR2
respectivamente, activan las cascadas de sefializaciéon Gq/ PLC / PKC / ERK, Gs / AC / cAMP /
PKA / ERK (y / o CREB, p38 MAPK) y Gi (via inhibitoria). La sefalizacion del OxR2 a través de
la via Gq / PLC / PKC parece ser mas fuerte (flecha verde gruesa) que la que desencadena el
OxR1. Las activacién de los receptores de Ox también desencadena un flujo de calcio mediado
por PKC a través de la membrana plasmatica. También se libera calcio a partir de almacenes
intracelulares a través de una via mediada por PLC. El nivel elevado de calcio produce una
excitacion sostenida de las neuronas. Editada de T.- R. Xu. Cellular Signalling, 2013 [26].



Se han explorado diversos mecanismos de sefializacién rio abajo de la
interaccion de orexinas sobre sus receptores. Las uniones se deben a los
cambios en la estructura de los receptores [27], que desencadenan la entrada
de calcio mediada por la proteina cinasa C (PKC) a través de la membrana
plasmatica.

El acoplamiento del OxR1 para la activacién del canal de Ca** se encuentra rio
arriba de muchas otras vias de sefalizacion, que incluyen la activacion de
varias proteinas tales como, la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK),
la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK), p38, la proteina de unién
al elemento de respuesta para cAMP (CREB), la adenilato ciclasa (AC) y la
fosfolipasa C (PLC). Se libera también calcio a partir de almacenes
intracelulares a través de una via mediada por PLC. El nivel elevado de calcio
produce una excitacion sostenida de las neuronas [28-32] (Figura 2).

2.4 Vias de inervacion de las neuronas orexinérgicas.

Se puede observar la presencia de fibras orexinérgicas casi en todo el SNC,
excluyendo el cerebelo [4, 33, 34]. Estas observaciones sugieren que las
principales regiones de salida de las neuronas orexinérgicas son las
correspondientes al tallo cerebral (LC, TMN y LDT / PPT). Las neuronas
orexinérgicas también proyectan sus axones desde el hipotalamo lateral hacia
muchas areas de la via de recompensa mesolimbica, incluyendo el VTA y el
nucleo accumbens (NAc) [21, 35]. Es a través de estas conexiones que las

orexinas ejercen sus funciones fisioldgicas (Figura 3).
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Figura 3. Proyecciones excitatorias de las orexinas.

Las neuronas de orexina se localizan exclusivamente en el LH, pero se proyectan a todo el
sistema nervioso central. Estos neuropéptidos regulan el suefio y la vigilia enviando
proyecciones excitatorias a dicho sistema (flechas) excluyendo el cerebelo, con proyecciones
densas a los nucleos monoaminérgicos y colinérgicos, en el tallo cerebral y las regiones
hipotalamicas, incluyendo el locus coeruleus (LC), el nucleo tuberomamilar (TMN), el nucleo
rafe dorsal (DRN) y los nucleos tegmentales laterodorales / pedunclopontinos (LDT / PPT). Las
neuronas orexinérgicas también tienen enlaces con el sistema de recompensa a través del area
tegmental ventral (VTA). Cada circulo representa las regiones cerebrales donde se expresan los

distintos receptores de orexinas. Editada de Sakurai T. Ann N Y Acad Sci, 2010 [36].
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Figura 4. Reguladores de las neuronas orexinérgicas.

Las neuronas de orexina se conectan con regiones reguladoras auténomas (amigdala, DRN,
VTA y LC) para incrementar o disminuir la salida simpatica en respuesta a sefiales o contextos
destacados. Estas neuronas también monitorean los factores que reflejan el estado metabdlico
del cuerpo, tales como la leptina y la glucosa. El area predptica ventrolateral (VLPO) es una

region importante para la inhibicion de las neuronas orexinérgicas durante el proceso de suefio.
Editada de Sakurai T. Ann N Y Acad Sci, 2010 [36].

Las neuronas orexinérgicas regulan procesos fisioldgicos descritos mas
adelante, y mantienen la excitacion mediante el envio de proyecciones
excitatorias a los nucleos LDT / PPT (neuronas acetilcolinérgicas, Ach), al LC
(neuronas noradrenérgicas, NA), al nucleo DR (neuronas serotoninérgicas, 5-
HT), al VTA (neuronas dopaminérgicas, DA), y al TMN (neuronas
histaminérgicas, HA) [36-39] (Figura 3).

9]



El sistema de orexina en el SNC puede afectar indirectamente también al
sistema de orexina periférico, este ultimo se encuentra en el tejido adiposo, el
tracto gastrointestinal (yeyuno), las glandulas suprarrenales (principalmente la

corteza), las gbnadas (testiculos, los ovarios) y el pancreas [14, 40-43].

2.5 Aferencias hacia las neuronas de orexina.

Ha sido dificil estudiar las aferencias neuronales de las orexinas porque son
escasas Y estan dispersas dentro del LH (Figura 3). Para abordar este punto, se
han realizado estudios de rastreo retrogrado, donde el fragmento no téxico C-
terminal de la toxina tetanica (TTC) se utilizd para transferir retrogradamente la
proteina fusionada a las neuronas interconectadas y posteriormente hacia los
cuerpos celulares de las neuronas de orden superior, logrando identificar varias
aferencias cerebrales, incluyendo a las neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal, las neuronas gabaérgicas en el nucleo preodptico ventrolateral (VLPO) y
las neuronas serotoninérgicas en el nucleo dorsal de rafe [44, 45].

2.5.1 Aferencias del sistema limbico.

Algunos estudios han evidenciado que el sistema limbico (implicado en las
emociones) desempefa un papel importante en la regulacién de las neuronas
orexinérgicas [45-47]. La importancia de esta conexion es evidente en la
respuesta defensiva ("lucha o huida"), pues los ratones sometidos a pruebas
conductuales en un ambiente intruso / residente muestran respuestas
cardiovasculares y locomotoras frente al estrés emocional, mientras que estas
respuestas se encuentran disminuidas en los ratones knock-out (KO) al gen
HCRT [48]. Recientemente, se han reportado anormalidades del funcionamiento
de la amigdala en pacientes con narcolepsia humana, utilizando imagenes de

resonancia magnética funcional [49].



Estos hallazgos sugieren que la narcolepsia se acompafia de un aprendizaje
emocional anormal y que de acuerdo a los datos obtenidos en modelos
animales, el sistema de orexina es crucial para la funcion de la amigdala en
dicho proceso. La entrada neural del sistema limbico hacia las neuronas
orexinérgicas también ha sido implicada en la fisiopatologia de la cataplejia, ya
que es bien conocido que los estimulos emocionales fuertes, generalmente
positivos, desencadenan la cataplejia en los pacientes con narcolepsia-
cataplejia [50].

Se ha demostrado que la inyeccion local de orexina en el nucleo tegmental
pedunculopontino (PPT) inhibe fuertemente la atonia relacionada con el suefio
REM en los gatos [51]. Por otra parte, las aferencias limbicas hacia las
neuronas orexinérgicas se han encontrado involucradas en la regulacion del
comportamiento alimenticio. Parte del contenido afectivo en la percepcion de los
alimentos se piensa que se procesa en la amigdala y el sistema limbico [52], la
percepcion de los alimentos evoca la cataplejia en los perros narcolepticos [53],
esto sugiere que la sefalizacion de orexina es fisiologicamente activada en la
percepcion de los alimentos, y que este sistema es necesario para sostener un
comportamiento adecuado en la alimentacién, incluyendo el mantenimiento de

la actividad motora.

2.5.2 Aferencias de areas preopticas.

El area preoptica, especialmente el VLPO, juega un papel critico en la iniciacion
del suefio no REM y su mantenimiento [54], debido a la presencia de
proyecciones inhibitorias hacia las neuronas orexinérgicas para el
mantenimiento de la vigilia [45, 55]. Algunas neuronas en el VLPO, son
neuronas activas (gabaérgicas) durante el suefio y muestran una atenuacion en
su disparo durante la vigilia [56]. El acido y-aminobutirico (GABA) y la galanina
son los principales neurotransmisores inhibidores del VLPO, que envian
multiples proyecciones inhibitorias hacia el LC, el TMN y el DR [54, 56] (Figura
4).



2.5.3 Aferencias del tallo cerebral.

Se conoce que las actividades de las neuronas monoaminérgicas en el tallo
cerebral y el hipotalamo estan asociadas con los estados de vigilia y suefio.
Estas neuronas en regiones tales como el DRN, LC y TMN expresan receptores
de orexinas y estan densamente inervadas por las neuronas orexinérgicas.
Sugiriendo que dichas regiones median los efectos de las orexinas. Se ha
demostrado que las neuronas noradrenérgicas del LC, las neuronas
serotoninérgicas del DRN [57], y las neuronas histaminérgicas del TMN [58] son
activadas por las orexinas, para favorecer el proceso de vigilia. Las orexinas
también tienen un fuerte efecto excitador directamente sobre las neuronas

colinérgicas del cerebro anterior basal [45, 59-61].

2.6 Efectos de las orexinas.

Inicialmente, estos neuropéptidos fueron reconocidos como reguladores de la
conducta alimentaria [14]. Posteriormente, varios estudios [62] sugirieron que la
deficiencia de las orexinas causa la narcolepsia en humanos y otras especies
de mamiferos, destacando las funciones de este neuropéptido hipotalamico en
la regulacion del suefio y la vigilia [62]. Los estudios de sistemas eferentes y
aferentes de neuronas productoras de orexina han demostrado que el sistema
neuronal de éstas presenta estrechas interacciones con sistemas que regulan
las emociones, la homeostasis energética, la recompensa y la excitacion [45,
46, 63-67]. Los efectos excitatorios de estos neuropéptidos estan mediados por
multiples mecanismos de interacciones ionicas [68, 69] que, combinados con su
capacidad de neuromodulacion [23, 70], sugieren una implicacion importante
directa e indirecta sobre sistemas fisioldgicos. Todas estas observaciones
demuestran que las neuronas orexinérgicas estan involucradas en la deteccién
de los ambientes externos e internos del cuerpo, y en consecuencia regulan los

estados de vigilancia (Figura 5).



2.6.1 Efectos fisiolégicos.

2.6.1.1 Ciclo de vigilia y sueno.

Se ha demostrado que las orexinas juegan un papel importante en la regulacién
del suefio [71]. El sistema de orexinas regula el ciclo de vigilia y suefio a través
de interacciones con sistemas que regulan las emociones, la recompensa y la
homedstasis energética (Figura 6) [72]. El papel de las neuronas orexinérgicas
en la regulacion del sueio y la excitacion ha sido reportado repetidamente. Se
conoce que la inyeccion intracerebroventricular ( ICV ) de OxA u OxB durante el
periodo de luz incrementa el tiempo de vigilia y reciprocamente disminuye el
tiempo del suefio REM y no REM [73, 74]. Se ha establecido que la expresion
constitutiva de orexina en cerebros de ratones transgénicos, genera patrones
anormales de sueio y vigilia, incluyendo el suefio NREM fragmentado en el
periodo de luz y la atonia incompleta en el suefio REM [75].
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Figura 5. Aferencias de las orexinas.

A partir de aferencias excitatorias e inhibitorias provenientes de sefiales metabdlicas periféricas
y regiones locales del SNC, las neuronas orexinérgicas, regulan diversos fendmenos
fisiolégicos tales como la vigilia, la alimentacion, la recompensa y la termogénesis, para

coordinar el estado de alerta y la homeostasis energética. Editada de T. Sakurai (Nature Revew
Neuroscience ), 2003 [76].

Se ha comprobado que la expresion de Fos (un marcador de la actividad
neuronal) en las neuronas orexinérgicas de ratas, se incrementa durante la
oscuridad, periodo activo en el que la vigilia es dominante [77]. Estudios in vivo
realizados en ratas y ratones demostraron que las neuronas orexinérgicas se
disparan durante la vigilia activa, disminuyen su descarga durante la vigilia
inactiva y practicamente cesan el disparo durante el suefio REM y NREM [78,
79].



2.6.1.2 Alimentacion y homeostasis energética.

Estudios anteriores han demostrado que las orexinas incrementan tanto la
ingesta de alimentos como la tasa metabdlica [80]. La administracion de
orexinas via ICV durante el periodo de luz induce a la conducta ingestiva en
ratas y ratones [14, 81].

Los estudios genéticos también han demostrado que las orexinas juegan un
papel en la regulacion de la homeostasis energética pues se ha establecido que
la ausencia de neuronas orexinérgicas en ratones transgénicos genera
hipofagia y obesidad de inicio tardio [82], aunque la gravedad del fenotipo
obeso depende de manera critica del fondo genético [83].

Se ha demostrado que las hipocretinas afectan el perfil de lipoproteinas
plasmaticas y la homeostasis de insulina — glucosa [84]. Las orexinas estimulan
la liberacién de insulina proveniente de células pancreaticas in vivo e in vitro
[85]. La orexina A controla la produccion y utilizacién de glucosa en los tejidos
periféricos a través del sistema nervioso autonomo [86], demostrando que este
neuropéptido esta implicado en el control de las acciones hormonales centrales
y periféricas para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Existen
pruebas que sugieren que las orexinas inducen la produccion de glucosa en el
higado [87], ayudan a la captacién de glucosa en el musculo esquelético [68] y
regulan diferencialmente la liberacidén de glucagon a partir del pancreas [88].
Por otra parte, se ha demostrado que las proyecciones de las orexinas desde el
HL hasta el VTA aumentan la excitabilidad de las neuronas pre-motoras
simpaticas que controlan el flujo simpatico y la termogénesis del tejido adiposo
café (BAT), que es el principal productor de calor en mamiferos cuando se
disipan calorias en exceso, afectando a largo plazo la regulacion de la
adiposidad [89, 90].
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Figura 6. Regulacion del ciclo de vigilia y suefio.

Las orexinas se activan durante la vigilia induciendo la activacion de neuronas colinérgicas y

monoaminérgicas en hipotalamo (A) mientras que en el periodo de suefio las orexinas son

inhibidas por la activacion de neuronas gabaérgicas (B). En la Figura 2C se observa que la

ausencia de orexinas en el ciclo de vigilia y suefio provoca un estado patolégico conocido como

narcolepsia. Editada de: Inutsuka, A. y A. Yamanaka (Front Endocrinol Lausanne), 2013.

2.6.1.3 Sistema de recompensa.

El VTA, ampliamente considerado como la region cerebral critica para la

motivacion y los comportamientos relacionados con la recompensa, recibe

entrada modulatoria de las neuronas orexinérgicas. Existen proyecciones

anatomicas densas del hipotalamo lateral al VTA [4] que interfieren fuertemente

con el comportamiento de busqueda de drogas [91].



La activacion de las neuronas orexinérgicas esta fuertemente asociada con las
preferencias por las sefales que indican la recompensa de farmacos vy
alimentos [67]. Las neuronas orexinérgicas también proyectan al NAc, otro
nucleo dopaminérgico implicado en la motivacion y la recompensa [92].

2.6.1.4 Sistema neuroendocrino.

Las orexinas, principalmente la OxA, activan la corteza suprarrenal para
aumentar la produccion de corticosterona a través del eje hipotalamico -
hipofisiario — adrenal (HPA) [93, 94]. Las orexinas estimulan la liberacion de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) desde el hipotalamo y afectan los
niveles plasmaticos de estrogenos a través del eje hipotalamico-pituitario-
gonadal [95, 96]. Las neuronas orexinérgicas también juegan un papel critico
en la estimulacion del flujo simpatico al pancreas y en algunas circunstancias
ayudan al incremento de la glucosa en sangre, que a su vez genera una

inhibicion por retroalimentacién negativa a dichas neuronas [97].

2.6.2 Otros efectos (fisiopatolégicos).

2.6.2.1 Narcolepsia.

La narcolepsia es un trastorno del suefio caracterizado por una desorganizacion
primaria en el ciclo de vigilia / suefio. Los pacientes narcolépticos sufren de
somnolencia diurna excesiva, anormalidades del suefio REM vy ataques
repentinos de atonia muscular durante la vigilia, conocida como cataplejia, la
cual se activa principalmente por estimulos emocionales "positivos" que son
procesados por el sistema limbico [50, 98]. Se ha demostrado que la deficiencia
en la neurotransmision de orexinas conduce al desarrollo de la narcolepsia en
ratones, perros y seres humanos [99].

En la patologia de la narcolepsia existe un componente genético clave para su
identificacion tanto en humanos como en perros. Un estudio realizado en perros

narcolépticos, demostré que el gen CANARC-1 conduce al desarrollo del



fenotipo narcoléptico debido a una mutacién en el gen HCRTR-2, que codifica al
Ox-R2 generando una proteina trunca no funcional [100], también en ratones se
ha demostrado que la ausencia del gen HCRT conduce al desarrollo de dicho
fenotipo [101]. En humanos, se ha comprobado que el alelo HLA especifico,
DQB1 *0602 esta presente en mas del 85% de los pacientes narcolepticos con
cataplejia, pero tan sélo de un 12% - 38% de la poblacion general [102]. Esta
estrecha asociacion con el sistema HLA llevdo a la sugerencia de que la
narcolepsia puede ser una enfermedad autoinmune [103, 104]. Se ha
establecido que los pacientes narcolépticos presentan niveles indetectables de
Hcrt-1 en el liquido cefalorraquideo (CSF) [105]. En este sentido, estudios
postmortem en cerebros humanos narcolépticos, revelan la ausencia de prepro-
orexina y el decremento en el numero de células (85% - 95%) que expresan
dicho producto génico [106]. Diversos estudios han propuesto que la pérdida de
células que expresan prepro-orexina puede conducir a la narcolepsia humana.
De acuerdo con esto, en modelos animales ya se ha inducido la pérdida de las
neuronas orexinérgicas mediante neurotoxinas selectivas, encontrando también
que esta pérdida conduce a un fenotipo narcoléptico [82, 107, 108]. Los ratones
de orexina / ataxina-3 son un modelo in vivo conocido de narcolepsia [10]. Se
ha demostrado que roedores y perros KO al gen HCRT o al gen HCRT-R2
desarrollan el fenotipo de la narcolepsia humana. Por lo tanto, OxR2 parece ser
mas importante que OxR1 en la regulacion del ciclo de vigilia / suefio. La
fragmentacién del suefio observada en ratones knockout a las orexinas [101],
ratones knockout a los receptores de orexina [20] y ratones transgénicos con
pérdida de neuronas orexinérgicas [109] nos muestran la importancia de su
funciones fisioldgicas. Estudios recientes han propuesto que las variaciones de
las orexinas en pacientes narcolépticos se asocian con un aumento en el indice

de masa corporal [110] y un mayor riesgo de diabetes mellitus tipo Il [111].



2.6.2.2 Adicciones.

Las adicciones son comportamientos continuos y compulsivos, que pueden
desencadenarse por el uso de sustancias exogenas (conocidas como drogas de
abuso) o conductas necesarias para la supervivencia y preservacion de la
especie (conocidas como conductas motivadas), que pueden producir
alteraciones en el sistema de recompensa e incluso remodelar los circuitos
neuronales [112].

La activacion de las neuronas orexinérgicas en el LH esta fuertemente
vinculada a las sefiales asociadas con la recompensa de drogas y alimentos
[113]. Estas neuronas actuan como una entrada al VTA y NAc para los efectos
de comportamiento asociados con estimulos de recompensa, y son de gran
importancia en el proceso adictivo [114]. La region del cerebro involucrada en el
comportamiento de la recompensa de los alimentos y drogas se encuentra
principalmente en el LH, sin embargo, en varios estudios se ha establecido que
frente a distintas sustancias adictivas, diferentes regiones del cerebro se
encuentran afectadas. Por ejemplo, las adicciones hacia la nicotina [115], etanol
[116], y morfina estan vinculadas al LH [117], mientras que la adiccion a la
cocaina lo esta al VTA [31]. Por otra parte, se ha encontrado que la prepro-
orexina inyectada en el VTA incrementa los niveles de dopamina en el NAc y
que la delecion del gen HCRT o el bloqueo del receptor Ox1 disminuyen los
niveles de la misma frente a su induccion con morfina en el cerebro de ratén
[118]. Lo anterior resalta al OxR1 como parte del circuito de recompensa
mediado por la dopamina. Ademas, se ha demostrado que la sehfalizacion de
orexina induce al neurotransmisor (glutamato) para estimular el efecto sobre el
consumo de alcohol [119]. Esta activacion promueve a la busqueda de drogas
a través de la via PLC / PKC [31]. Por el contrario, otros estudios demuestran
que en los ratones knock-out a la prepro-orexina, disminuye la dependencia a la
morfina [120] y que los antagonistas de la orexina bloquean la busqueda de
drogas [113, 121].



2.7 Factores de regulaciéon que influyen en la actividad de las
orexinas.
Las vias orexinérgicas componen un sistema complejo que recibe senales de
multiples origenes y se han descrito diversos factores que intervienen en la
regulacion de las variaciones circadianas de orexina. A manera de ordenar la
informacion, en el presente estudio se dividen en tres grupos para su
descripcion: locales, sistémicos y moleculares. Los factores locales involucran a
los que tienen origen en el mismo ambiente local de prepro-orexina (ya
descritos en el capitulo 11.6); los sistémicos, conciernen a sefales generales del
organismo que no soélo afectan a la prepro-orexina, sino a la homeostasis en
general y los moleculares, se centran en la regulacién genética, sobre todo en

el control de la transcripcion y la expresion de la misma.

2.7.1 Factores humorales periféricos.

Los comportamientos motivados como la busqueda de alimentos estan
profundamente involucrados en el mantenimiento del estado de alerta. Los
estudios electrofisiolégicos han revelado que el aumento de las concentracion
de glucosa extracelular induce hiperpolarizacion, mientras que la disminucién
de la misma induce la despolarizacibn y aumenta la frecuencia de los
potenciales de accidn de las neuronas orexinérgicas. Es importante destacar
que este mecanismo es suficientemente sensible para responder a las
fluctuaciones fisiolégicas de la concentracion de glucosa inducida por la
alimentacion normal [6, 122]. Por otra parte, la grelina (hormona segregada por
el aparato digestivo) activa también a las neuronas orexinérgicas con la
despolarizacion y aumento de la frecuencia en el potencial de accion. En
contraste, la leptina (hormona producida por los adipocitos) robustamente inhibe
las neuronas de orexina, causando hiperpolarizacion y la disminucién de la

frecuencia en el potencial de accion [6].



2.8 Niveles de regulacion de las orexinas.

2.8.1 Nivel local y sistémico.

Se regulan los niveles de orexinas: a partir de su liberacién via local; mediante
la interaccion de diversos sistemas fisiologicos (sistema limbico, nucleo
supraquiasmatico, aporte neuronal general y areas preopticas) o via sistémica;
mediante la participacidn de factores humorales periféricos implicados en el
metabolismo energético (grelina, leptina, glucosa entre otros).

2.8.2 Nivel molecular.

A nivel molecular, se pueden regular los niveles de orexinas a partir de su
produccion, abordando especificamente: la transcripcion del mRNA del gen
HCRT, la sintesis de la proteina o bien la exocitosis de la proteina secretada. La
regulacion genética y molecular de las orexinas comprende un mecanismo
complejo, por lo que es de gran importancia conocer los efectores que
participan rio arriba en la generacién de cambios en los niveles de expresion del
gen que las codifica, asi como los posibles efectos rio abajo que pudieran ser
consecuencia posterior; por ejemplo, la regulacion de la liberacion de orexinas
desde las vesiculas que las contienen. En el presente estudio se hace énfasis
en la regulacion de la expresion de los niveles de prepro-orexina a nivel

molecular, especificamente en la transcripcion del gen HCRT.



2.9 Biologia molecular de las orexinas.

2.9.1 Gen HCRIT.

El gen de prepro-orexina humana (HCRT), que se localiza en el cromosoma
17921, se compone de dos exones y un intron distribuidos en 1,432 pb. El exon
1 de 143 pb incluye la region 5 no traducida y la region que codifica los
primeros siete residuos del pépido sefial. El intron 1 es el Unico intrédn que se
encuentra en el gen prepro-orexina humana y abarca 818 pb de longitud. El
exdén 2 contiene la parte restante del marco de lectura abierta y la regién 3’ no
traducida (Figura 7). Existe alta homologia de la secuencia de dicho gen entre
distintas especies, siendo de un 95% entre rata / raton y un 82% entre ratén /
humano [123]. La region rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion contiene
elementos esenciales para la correcta expresion hipotalamica [44, 124, 125] y
para la union de varios factores de transcripcidn tales como, Foxa2, Ifbp3 y los
receptores nucleares Nr4da1 (Nur77) y Nr6a1 que participan en la regulacion de
la expresion del gen HCRT [125-127].

Promotor Hcert
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Figura 7. Diagrama del gen HCRT

En la figura se puede apreciar la organizacién estructural del gen humano, la regién codificante
(exones e intrén) asi como el promotor que regula dicha region para la expresion del gen HCRT,

resaltando con una flecha el sitio de inicio de la traduccién (+1).



Dentro de esta region rio arriba, se encuentran dos elementos conservados
filogenéticamente, uno llamado OE1, que promueve la expresién directa del gen
de la prepro-orexina en el LH, y otro denominado OE2, que reprime la
expresion de gen HCRT en regiones fuera del LH [44].

2.9.2 Regulacién del gen HCRT.

El promotor del gen HCRT es una secuencia en cis que participa de manera
importante en el control de su expresién. Desde su identificacion, se ha
intentado definir la secuencia promotora minima capaz de promover la
expresion. Desde sus inicios, en un estudio realizado por Sakurai y cols. (1999)
se delimité una region extensa que flanquea al extremo 5’ de 3149 pb y otra de
122 pb no codificante perteneciente al exéon 1 que contiene los elementos
necesarios para la expresiéon del gen HCRT humano. Posteriormente, se
demostré que un fragmento de menor tamano (450 pb) de la regién flanqueante
5’ del gen humano prepro-orexina tenia actividad promotora in vitro y que dicho
fragmento de 450 pb contenia sitios potenciales de union para factores de
transcripcion [124]. En un trabajo posterior, Moriguchi y cols. (2002) reportaron
la presencia de dos elementos reguladores del gen de prepro-orexina, OE1 y
OE2 de 287 y 2500 pb, respectivamente, situados en la regién del promotor del
gen humano, necesarios para la expresion de dicho gen en el hipotalamo lateral
y para su represion fuera de dicha regidn en ratones transgénicos, mediante
deleciones seriadas en el elemento OE1, se delimitd una secuencia de 57 pb
critica para la regulacion espacial in vivo [44].

Por otra parte, se ha demostrado que diversos factores de transcripcidn
considerados elementos en frans que actuan sobre el promotor del gen HCRT,
también participan en la regulacion de su expresion. Entre ellos, destacan
Foxa2 y Nr6a1, que se han propuesto como reguladores del gen HCRT
apoyados en ensayos de actividad in vitro [125].



Sin embargo, se conoce muy poco sobre los componentes que reaccionan a los
cambios en el ambiente y de los determinantes de la expresion de dicho gen
dentro del hipotalamo lateral. Por lo que es de nuestro interés abordar un poco

mas sobre ello.

2.9.3 Expresién y regulacion transcripcional del gen HCRT.

En el 2002 se realiz6 un estudio in vivo donde se delimitaron dos sitios en la
region promotora del gen HCRT (rio arriba del coddn de inicio de la traduccion)
cuya funcién es especifica para la regulacion de la expresion del gen HCRT en
el hipotalamo lateral. Se encontré que el elemento regulador de prepro-orexina
tipo 1 (OE1) regula positivamente la expresion del gen dentro del hipotalamo
lateral, mientras que el elemento regulador de prepro-orexina tipo 2 (OE2) funge
como un regulador negativo de la expresion del gen fuera del hipotalamo, asi
como también se encontré6 que dentro de OE1 se encuentra una pequeia
region a la cual se pueden unir distintos factores de transcripcién que participan
en la regulacion de la expresion del gen HCRT [44].

Entre dichos factores de transcripcion destacan: Foxa2 (2009), que promueve la
expresion del gen HCRT dentro del hipotalamo lateral en condiciones de ayuno
provocando incremento de la ingesta de alimentos y conducta motivada, asi
como aumento del estad de alerta en ratones [127]. También se ha encontrado
que el factor de transcripcidon Nr6a1 (2010) participa como represor de la
transcripcion del gen HCRT en el hipotalamo en modelos in vivo e in vitro [125]
(Tabla II).

En el 2009, Honda y cols., realizaron analisis de expresion génica a gran escala
de ratones transgénicos que expresan ataxina 3, una proteina neurotéxica, bajo
el control del promotor de HCRT, con el fin de provocar la pérdida de las
neuronas orexinérgicas. Esto tuvo como resultado cambios en la expresion de
varios genes, entre ellos el gen EBF2, que se encontré sub-expresado de
manera significativa en el hipotalamo lateral de los ratones con deficiencia de

neuronas orexinérgicas [126].



2.9.3.1 Ebf2.

El factor de transcripcion ebf2 (factor temprano de celulas B 2) pertenece a la
familia EBF, y también es conocido como COEZ2. Dicho factor se localiza en el
nucleo y codifica para una proteina de 575 aa (masa molecular = 62,650 Da).
Se clasifica dentro de la familia hélice bucle hélice con un dominio de union al
ADN bien conservado, reconociendo la secuencia 5'-ATTCCCNNGGGAATT-3".
Interactua con otros miembros de su misma familia formando homodimeros y
heterodimeros. Inicialmente, se evidencio su participacion, asi como la de otros
factores de la misma familia, en la diferenciacién neuronal por estudios hechos
en Drosophila que luego fueron extrapolados a mamiferos, con lo que se

establecio su papel en la neurogénesis [128].

Se conoce que ebf2 se expresa también en tejido adiposo y en células
osteoblasticas inmaduras durante el desarrollo embrionario del ratdn. En
osteoblastos, regula la diferenciacion a osteoclastos y actua en sinergia con la
via de respuesta Wnt [129]. Otras funciones con las que se ha relacionado son
el desarrollo de células B, la regulacion génica olfatoria y el desarrollo y
diferenciacion neural [130-132].



Tabla Il. Estudios de la expresion y regulacidén transcripcional del gen
HCRIT.

Autor Hallazgo Ano

) _ Elementos OE1 y OE2 son necesarios para la
Moriguchi y cols. _ 2002
expresion del gen HCRT en hipotalamo lateral.

El factor de transcripcién Foxa2 se une al
Silva y cols. promotor del gen HCRT e induce su transcripcion 2009

en condiciones de ayuno.

El factor de transcripcion Nr6a1 se une al
promotor del gen HCRT y reprime su actividad
Tanaka y cols. o _ S ] 2010
transcripcional en hipotalamo lateral in vivo e in

vitro.

La ausencia del factor de transcripcién Ebf2 se

Vidal -Tamayo y relaciona con la disminucion de neuronas que

2011
cols. expresan HCRT dando lugar a un fenotipo
narcoléptico.
Sanchez — Garcia, | Ebf2 aumenta la actividad del promotor del gen 2016

A., y cols. HCRYT in vitro en diferentes lineas celulares.




2.10 Antecedentes directos.

En el 2011 en un estudio realizado por Vidal-Tamayo y cols., se encontré que
en ratones knockout al factor de transcripcion ebf2 habia una disminucién del
numero de células orexinérgicas con respecto a ratones silvestres, lo cual
inducia el desarrollo de un fenotipo narcoléptico. En ese mismo estudio se
realizé también un analisis in silico del promotor del gen HCRT en 4 especies
diferentes, en el cual se identificaron dos sitios olf-1 filogenéticamente
conservados entre dichas especies y considerados sitios diana para factores de
transcripcion de la familia de ebf2 (Figura 8).

Mys Orex -283 TTCC-AGTGTCCCAGC - === ~CAAGGCCTCTTTTGTGAACTTAG ATTCCTGGGT | GCAAGGTAACCTCATTAGTACTCGGAAACTGCCCTATCICC  ~195

Rattus Orex -295 AACTGAGYGY((CAAM(,YGYY(A(M(,(,((!("HI(,YW(,YYAQ ATTCCTGGGT |GCAAGGTAACCTCATTAGTACTCGGAAACCACCCTATCICC ~198
Homo  Orex -298 ----- AG---GECAGL -~~~ -- oo - GLCTCTTTTGTGCTCCCAG: ATTCCTGGGT | GCAAGGTGGCCTCATTAGTGCCCGGAGACCGCCCCATCTCC  ~221
Canis Orex -301 GGCC-AGCGCCCCAGL -~~~ =~~~ CAAGGCCTCCTTTGTGCTCCCAG A'cfzgcfggg; GCAAGGTGGCCTCATTAGTGCCGGOAGACCGCCCCATCTCC  ~212
A YN
olf-1/ebf
Mus Orex -194 AAGGAACAGGCAGACAGACAAGCTGGGGACCAGGGACA-~~~-~~~~-nvvn- fiff=oc=cccccnnaans GCGGCCATTCTTTGGGTCCAACCTGGA  -128
Rattus Orex 197 AAGGAACAGGCAGACAGACAAGCTGOGOACCAGGOACA -~~~ - - - L6 »GCAGCCATTCTTTOOATCCAACCTGRA 131

Nomo  Orex -220 AGGG&CCAQAVACA(ACA(AAQQGGQYGAYCAGGGC(l(AGYGAY((AA(((YGGC(Y('QAA(G((CCAC(CG((AVY(C'YGGCC(CAG((TQGA ~124
Canis Orex -211 AGGGAGCAGGCAGACAGACAAGGGGGGTACCAGGGGCACAGTCATGGCACTCCCGCTTCTGAGAGCCTTGOCGUCCATTCTTTGGGCCCAACCTGGA -~ 145

Mys Orex -127 AACGGTTCCCCTGCAAGATGCTAATCTTAGACATGCCTTTGTCTGGTTTAAG - GTGGACACACATACTCATGTCTCCCCCGCAC - = = ACACACCTCAGAG -32
Rattus Orex -130 AACGGCTCCCCTGCAAGATGCTAATCTTGGACATGCCTTTGTCTGGTTTAGA -GTAGACACACGTACTCATGTCTCCCCCCCGCCCCACACACCTCAGAA  -32
Homo

Orex -123 GACGGLCCCCCTGCAGCAGGCTAATCTTAGACTTGCCTTTGTCTGGCCTGGGTGTGGACGCAAGTGCC -~ TGTCAATTCCCCGE - = = = = ~CACCTCAGAG 32

Canis Orex -144 GACGGTCCCCCTGCAGGAGGCTAATCTTAGATTTGCCTTTGTCTGGCCCCAGAGAGGACGCAAGTACC = ~CGCCTGTCCCCCAC = = = === CACCTCAGAG ~-34

Mus Orex 31 CATJTATARLACCCCTG] GECCCTGGAA JGCGAGCCACTGAAGACGACGGCCTCAGACTTCTTGGGTATTTGGACCACTGCACTGAAGAGATCATCTCTCCA  +67

Rattus Orex 31 CACJTATAAJACTCCTG] GCCCCTGGAA JACAAGCCACAGAAGACGACGGCCTCAGACTCCTTGGGTATTTGGACCACTGCACCGAAGATACCATCTCTCCG 467

NomO  Orex 31 CACJTATAAJACCCCAG] ACCCCTGGGA JGTGGGTCAC - - AATTGACAGCCTCAAGGT TCCTGGCTTTTTGAACCACCACA - - - = ~GACATCTCCTTTCCC 459

Canis Orex ~33 CACQTATAAJACCCCAGI GCCCTTGATC TCAC -~ ~AGTCAACGGCCTCAAAGTTCCTGOCTATTCCGACCACTGCA - = = == GACAACACCCTTCCT 456
-1/eb

Mys orex +68 GATTACTTTCCCCTGAGCTCCAGGCACC ATG AACTTTCCTTCTACAAAGGTAAAGAGCCAGAAACAGG -GACATAAATCATCAGACTACTGAGG  +160
Rattus Orex +68 GATTGCCTCTCCCTGAGCTCCAGACACC ATG AACCTTCCTTCTACAAAGGTAA-GATCTAGAAACAGG -GATGCACCTCACCAGAGGACCGAGG  +159
Homo Orex +60 GGCTACCCCACCCTGAGCGCCAGACACC ATG AACCTTCCTTCCACAAAGGTAAAGATCCAGGGATGGA ~GGGGTGACTCACCATCCCAGAGAAG 152
Canis Orex 457 GGCTACCCCACTCTGAGCTCCAGACGCC ATG AACCCTCCCTCTACAAAGGTAAAGCCCCAGGGATAGAAGGGGTGACTCATCCTACCAGCCAGG 4156

Figura 8. Analisis in silico del promotor del gen HCRT en 4 especies diferentes.

En la Figura se aprecian los sitios diana encontrados (recuadros de colores, azul y verde) para
los factores de transcripcion de la familia de ebf2, que se encuentran filogenéticamente

conservados entre distintas especies. Tomada de: De La Herran-Arita y cols. Neuroscience 2011.

Recientemente, en el 2016, un estudio por Sanchez-Garcia, A. y cols., definié
un promotor minimo del gen HCRT que abarca los dos sitios olf-1 previamente
identificados en el estudio realizado por Vidal-Tamayo y cols. (2011). Dicho
promotor abarca 390 pb rio arriba del cododn inicio de la traduccién (Figura 9)
[133].
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Figura 9. Definicion del promotor del gen HCRT murino y sus derivados
sintéticos.

Se generaron secuencias de ADN modificadas obtenidas de la base de datos Ensembl, basadas
en la region 5" proximal, rio arriba del sitio del coddn de inicio de la traduccién (390 pb). Dicha
region comprende el OE1 (278pb) mencionado anteriormente (recuadro azul). Las mutaciones
incluyen deleciones (D) o mutaciones (M) de los sitios olf-1 previamente identificados (recuadros
rojos), proximales (M1/D1) o distales (M2/D2) para el sitio de inicio de transcripcion putativo (TSS)
del mRNA de HCRT (marcado con una flecha). La caja TATA esta en recuadro negro mientras que

el codon de inicio de la traduccion esta resaltado en amarillo.

En este estudio se empleo el vector de expresion pNiFty33-Lucia y se sutstituyd
el promotor original (INF- ) de dicho vector por el promotor minimo del gen
HCRT murino para inducir la expresion del gen reportero de luciferasa,
Empleando un modelo in vitro en lineas celulares (parentales y con sobre-
expresion de ebf2) de distinto estirpe neuronal, se encontré6 que el promotor
minimo (HCRT) que contiene los dos sitios olf-1, permite la expresién del gen
reportero a niveles por encima del promotor INF- 3y que al sobre-expresar el
factor de transcripcion ebf2, dicha expresion inducida por el promotor minimo
HCRT incrementa en niveles superiores. Demostrando que ebf2 juega un papel
importante en la regulacion del promotor minimo del gen HCRT sin embargo, el

mecanismo es desconocido.



Pregunta de investigacion

¢ Qué papel desempefan los sitios olf-1 del promotor minimo del gen HCRT en
la regulacion de su transcripcidn? ;Son estas secuencias olf-1 sitios diana para
ebf2?



CAPITULO Ill: JUSTIFICACION.

Las orexinas son neurotransmisores peptidicos derivados de una proteina
precursora comun denominada prepro-orexina (hcrt). El sistema de orexinas
regula principalmente el ciclo de vigilia y suefo a través de interacciones con
sistemas importantes en la regulacion de las emociones, la recompensa y la
homeostasis energética. Se han propuesto diversos mecanismos para la
regulacion de los niveles de prepro-orexina. Sin embargo, la regulacion de su
biosintesis no ha sido completamente esclarecida.

Por esta razdn, en el presente estudio surge el interés de estudiar y comprender
los elementos moleculares claves en la regulacién de la expresion a nivel
transcripcional del gen de prepro-orexina (HCRT), especificamente el papel que
desempenfian los sitios olf-1 (dianas para factores de transcripcion de la familia
EBF) de la region promotora de este gen.

Dilucidar el mecanismo de biosintesis de la prepro-orexina a nivel molecular
permitira una mejor comprensioén de ésta en el desarrollo neuronal del sistema
nervioso, para generar nuevas terapias dirigidas a dianas potenciales
importantes en los trastornos relacionados con el suefio, la alimentacion y las

adicciones.



CAPITULO IV: HIPOTESIS

Los sitios olf-1 del promotor minimo del gen HCRT participan en la regulacion
de su transcripcidn y son sitios diana para el factor de transcripcion ebf2.



CAPITULO V: OBJETIVOS.

General.

Evaluar el papel de los elementos olf-1 del promotor minimo del gen de orexina
(HCRYT) en la regulacion de su transcripcion.

Particulares.

1. Evaluar la tasa de transcripcion en mutantes con delecion de los sitios
olf-1 del promotor del gen HCRT en distintas lineas celulares.

2. Determinar la unidén de ebf2 a los sitios olf-1 de la region promotora del
gen de la prepro-orexina (HCRT) en un modelo in vitro.



CAPITULO VI: ESTRATEGIA GENERAL.

Ensayo de deteccion PCR en tiempo real
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= 5 8 e

[ - —
v

— - L L

- Te or

(A g D)

Transfecciones semiestables Abundancia relativa

il Extraccion de RNA
Cultivo celular ¥
RT-PCR
v
qPCR

-
& 4
2

6.1 Diseno de estudio.

Ensayo de retardo de
movilidad electroforética

(EMSA)
A B ... g
.
Unidn de ebf2 a los sitios olf-1
v

Estandarizacion
de la técnica

v

Purificacion de la
proteina

¥

Marcaje
de los Oligos

Estudio experimental sobre la regulacién transcripcional del gen HCRT

murino, empleando lineas celulares de distinto estirpe mediante ensayos in

vitro.

Para cada uno de los ensayos se utilizaron lineas celulares no neurales y

neurales respectivamente: Células de Riién de Embrion Humano (HEK-293) y

Células de Glioblastoma de Rata (C6) sin la sobre-expresion de ebf2
(parentales) y con la sobre-expresion de ebf2 (HEK-293/ebf2 y C6/ebf2)

generadas a través de transduccion lentiviral de la secuencia del cDNA de ebf2

murino.



CAPITULO VII: MATERIALES.

71 Muestras

HEK-293 (ATCC CRL-1573, Manassas, VA, USA).

HEK-293/ebf2 (GenScript, Piscataway, NJ, USA).

C6 (ATCC CCL-107, Manassas, VA, USA).

C6/ebf2 (GenScript, Piscataway, NJ, USA).

Plasmidos

pNIFty-WT, pNIFty-D1, pNIFty-D2, pNIFty-M1, pNIFty-M2 (Invivogen, San Diego,
CA, EUA).

7.2 Material.

Tubos eppendorf (0.4, 0.6, 1, 1.5y 2 ml).

Tubos Falcon de 15y 50 ml (Corning)

Placas de poliestireno, blancas y transparentes (Corning).
Placas de Petri (75 x 15 mm).

Criovales de 1 ml (Corning).

Puntas para micropipetas (1,10, 200, 1000 ml).
Micropipetas de 10, 200, 1000 ml (BioRad).

Pipetas seroldgicas de 10, 5 y 1 ml (Costar).

Placas para tiempo real (96 pozos).

Columnas para PCR.

7.3 Reactivos.

Ensayo reportero de luciferasa.
Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Caisson Labs, North Logan,
UT, EUA).



Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, OptiMEM, Caisson Labs, North Logan,
UT, EUA).

Suero fetal bovino (Corning, Manassas, VA, USA).

10000 U/mL de penicilina G, 10000 pg/mL de estreptomicina y 25 pg/mL de
anfotericina B.

Puromicina, 10 mg (10 x 1 ml), InvivoGen.

Zeocina,100 mg (10 x 1 ml), InvivoGen.

Lipofectamine® Transfection Reagent (ThermoFisher scientific, Invitrogen).
Reactivo revelador de ensayo luminiscente QUANTI-Luc (Invivogen, San Diego,
CA, USA).

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega).

PCR en tiempo real

RNA lader (Thermo Fisher Scientific).

Purezol RNA isolation Ragent (Bio-Rad)

Kit Go Taq Probe 2-Step RT-gPCR System (Promega).
RNeasy MinElute Cleanup kit 50 (Cat. No.74204).

EMSA

Oligos (Integrated DNA technologies, IDT).

Kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Protein Extraction Reagents (Thermo
Scientific).

Quick Start™ Bradford (Bio-Rad).

kit LightShift® Chemiluminescent EMSA (Thermo Scientific).
Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad).

Poliacrilamida (Bio-Rad).

Tris-HCI (1.5N pH8.8).

Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega)



7.4 Equipos

Vortex (Maxi Mix Il, Thermolyne).

Balanza analitica.

Centrifuga en frio (4 ° C).

Microcentrifuga (Labnet).

Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
Fluorémetro (Glo-max Discovery, Promega).

LightCycler 480 Instrument Il (Roche).

ChemiDoc XRS" (Bio-Rad).

Trans-Blot SD Semi-Dry (Bio-Rad)

Camara de electroforesis (Bio-Rad)

Las caracteristicas de las sondas, primers y oligos utilizados se enlistan en las
Tablas lll y IV.

Tabla lll. Caracteristicas de los oligos utilizados.

Cantidad DNA
Nombre GC % Secuencia
(nmoles) (bases)
Promotor de orexina
biotinilad 5'/BiodTGCCTCTTTTTGTGAACTTATTCCTGG
iotinilado
6.2 42.3 50 GTGCAAGGTAACCTCATTAGTAC/BiodT/3’

(sitio olf-1 distal)

Promotor de orexina
no biotinilado 590.7 44 50
(sitio olf-1 distal)

5 /GTACTAATGAGGTTACCTTGCACCCAGGA
ATCTAAGTTCACAAAAGAGGC/3’




Tabla IV.

Sondas y primers utilizados.

Nombre Inicio Long. Tm GC% Secuencia
326 24 60.02 45.83 CCTCAGACTTCTTGGGTATTTGGA
Orx 1 (Sitio 1)
755 24 59.9 45.83 CACCTGCCAGGGATAAATTTCTTC
589 20 59.96 55 /56-FAM/AACACAGATGCTGACAGGGG
368 25 60.45 48 CATCTCTCCAGATTACTTTCCCCTG
Orx 2 (sitio 2) 847 25 60.98 48 CCTTATCCTTGAAGCCAGGAATCTC
589 20 59.96 55 /56-FAM/AACACAGATGCTGACAGGGG
825 25 60.98 48 GATTCCTGGCTTCAAGGATAAGGAG
Lucia B 1011 25 61.38 48 GATTTGTCCACCCTACCCTGAATC
917 20 59.89 50 /SHEX/TTGCCAATGTCCAGTGCTCT




CAPITULO VIII: METODOS.

8.1 Cultivo celular.

Se cultivaron las lineas celulares HEK-293 (ATCC CRL-1573, Manassas, VA,
USA), HEK-293/ebf2 (GenScript, Piscataway, NJ, USA), C6 (ATCC CCL-107,
Manassas, VA, USA) y C6/ebf2 (GenScript, Piscataway, NJ, USA) de acuerdo con
las instrucciones del proveedor para los procedimientos de propagacion,
congelacion, descongelacién y subcultivo (Anexo A). Se mantuvieron las células
en medio (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Caisson Labs, North
Logan, UT, EUA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Corning,
Manassas, VA, USA), 10000 U/mL de penicilina G, 10000 pg/mL de
estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina B a 37°C en atmdésfera humeda y con
5% de CO, usando placas de 72 cm? y manteniendo la confluencia hasta un

maximo de 80% antes de realizar el subcultivo.

Se mantuvieron las células C6/ebf2 y las células HEK-293/ebf2, adicionalmente,
en 0.5 pg/mL de puromicina (antibiético de seleccidén) para mantener la expresion
del factor de transcripcion de acuerdo con las indicaciones del fabricante.



8.1.1 Transfeccion.

Se obtuvieron distintos constructos a partir de la definicion del promotor minimo
del gen HCRT murino (390 pb, sitios olf-1) por Sanchez-Garcia, A. y cols. (2016),
sintetizado artificialmente y subclonado en el vector de expresion: pNiFty33-Lucia,
el cual expresa un gen reportero de luciferasa,.

El promotor original del vector de expresion pNiFty33-Lucia (INF- ) se elimind y
se sustituydo por el promotor previamente definido (HCRT-pNiFTy). De este
promotor se obtuvo el constructo WT-pNiFTy que comprende la secuencia
parental del promotor minimo del gen HCRT. Dicha secuencia se modificd
posteriormente con deleciones y mutaciones en los sitios olf-1 (proximal y distal al
TSS) ya antes mencionados. Al igual que con el constructo WT, la secuencia
modificada se clon¢ inicialmente en el plasmido pIDTSMART y posteriormente se
subclond en el vector de expresion pNiFty33-Lucia, se ligaron ambos plasmidos y
se obtuvieron los distintos constructos de mutantes por delecion y mutacion
puntuales en cada uno de los sitios olf-1 (plasmidos): D1-pNiFTy, D2-pNiFTy,
D1/D2-pNiFTy, M1-pNiFTy, M2-pNiFTy y M1/M2 pNiFTy.

Con todo lo anterior en el presente estudio se realizaron las transfecciones
(Anexo B) utlizando el inserto de Lipofectamine® Transfection
Reagent (ThermoFisher scientific, Invitrogen). Se sembraron las células en
placas de 6 pozos un dia antes de la transfeccién (500,000 células por pozo), para
posteriormente transfectarlas con los distintos plasmidos (2.5 pg), empleando
como agente transfectante el reactivo Lipofectamina (Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE.UU.). Luego se realizaron los complejos de ADN-lipofectamina en medio
libre de suero (Opti-MEM). Se establecieron ensayos de luminiscencia (Anexo C)
empleando el reactivo QUANTI-Luc (Invivogen, San Diego, CA, EE.UU.) para
posteriormente evaluar la sefal de luciferasa emitida por el gen reportero 48h
después de la transfeccion en el fluorometro de placa Glo Max Discovery de
Promega. Finalmente, las células se sometieron a seleccion durante cuatro
semanas empleando el antibidtico zeocina (100 pg/mL) para obtener las lineas

celulares semiestables a partir de las transfecciones transitorias iniciales.



8.1.2 Ensayo reportero de luciferasa.

En una placa blanca de 96 pocillos se sembraron distintas concentraciones de
células por quintuplicado (2x10*, 4x10* y 8x10* células por pozo) a distintos
tiempos (48, 24 y 3 h) respectivamente. Se determind una curva estandar para
normalizar todas las sefales de luminiscencia por el numero de células presentes
en cada pocillo. Posteriormente, se determind el numero de células viables (Anexo
D) en cada pocillo usando el kit CellTiter-Glo (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Se
repitié el ensayo por 4 semanas para evaluar la estabilidad de las transfecciones y
obtener las lineas celulares semiestables sin variaciones en la expresion del gen

reportero.

8.2 PCR en tiempo real.

8.2.1 Extraccion de RNA.

Se lisaron y recolectaron las células semiestables previamente obtenidas de
cultivos independientes (distintos pasajes) con una confluencia del 80%, para
posteriormente extraer el mRNA mediante PureZOL™ RNA Isolation Reagent
(Bio-Rad), se realizo la purificacion de dicho mRNA por columna empleando el Kit
RNAeasy MinElute Cleanup (Qiagen) (Anexo E), bajo las condiciones del
proveedor. Una vez obtenido dicho RNA, se realizé su cuantificacion y evaluacion
tanto de calidad como de pureza mediante espectrofotometria UV-Vis utilizando el
equipo NanoDrop 2000c (Thermo scientific).

8.2.2 RT-PCR.

A partir de 1000 ng por muestra se obtuvo el cDNA mediante el estuche comercial
GoTaq Probe 2-Step RT-gPCR (Promega) bajo las especificaciones del fabricante
(Anexo F) empleando los reactivos enlistados a continuacion:



Tabla V. Desnaturalizacion de ARN y primers.

Componentes para una reaccion

1X
RNA (1000 ng) variable
Primers Oligo dT (0.5 pg/uL) 1uL
Primers Random (0.5 pg/pL) 1L
variable

Agua libre de nucleasas

Volumen final = 7 pL

Tabla VI. Alineamiento de primers y sintesis de ADNc.

Componentes para una reaccion

1X
Agua libre de nucleasas 4.9 yL
Buffer de Rx 5X (Go script) 4 uL
MgCl, 1.6 uL
Mix PCR- nucleétidos 1L
Inhibidor de ribonucleasa 0.5 L
1L

Transcriptasa inversa

Volumen final = 13 pyL




Finalmente, se procedidé a montar las reacciones en el termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems) bajo las condiciones enlistadas en la
Tabla VII:

Tabla VII. Condiciones de termociclado para la RT-PCR

Proceso Temperatura Tiempo
Alineamiento 25°C 5 min.
Extension 42°C 2h
Inactivacién de la transcriptasa 70°C 15 min.
inversa




8.2.3 qgPCR.

Reconstitucion de sondas de hidroélisis y primers.

Se realiz6 de acuerdo al Prime Time gPCR Assay Resuspension Protocol
atendiendo las recomendaciones y usando 250 pL de TE (1X) para obtener una
concentracion 40X.

La PCR cuantitativa (Anexo F) se realiz6 empleando el kit GoTaq Probe 2-Step
RT-gPCR (Promega) bajo las condiciones del proveedor empleando los reactivos
gue se muestran en la Tabla VIII.

Tabla VIll. Componentes de reaccién para la gPCR.

Componentes para una reaccion

1X

Go taq gPCR 2X (Master mix) 5uL
Primers/sonda 0.25 uL

Templado de cDNA 1L
3.75 uL

Agua libre de nucleasas
Volumen final = 10 pL

Para el corrimiento del ensayo final se emple6 el equipo LightCycler 480
Instrument Il (Roche).



8.3 Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA).

8.3.1 Eleccién de la concentracion de los oligos previamente sintetizados.

Concentracion de trabajo (Oligo biotinilado).

6.2 nanomoles en total del duplex marcado—->6200 pM se diluyeron en 620 pL de
agua esteéril (10 pM). De la concentracion final se realizaron diluciones: 1:10,000;
1:1000; 1:500 y 1:100.

Concentracion de trabajo (Oligo no biotinilado).

590.7 nanomoles en total del duplex no marcado-> 590,700 pM se diluyeron en
590 pyL de agua estéril (1000 pM), de esta ultima concentracion se realizaron
diluciones: 1:500 y 1:100.

8.3.2 Purificacion de las proteinas.

Se realizé la extraccidon de proteinas nucleares y citoplasmaticas mediante el
estuche comercial NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Protein Extraction Reagents
(Thermo Scientific), de acuerdo con las especificaciones del proveedor (Anexo G)
empleando los reactivos que se enlistan en la Tabla IX:

Tabla IX. Reactivos empleados para la purificacién de proteinas.

Paquete | CERI CERII NER
celular (uL) (uL) (uL)
(pL)
10 100 55 |50
20 200 11 100
50 500 275 | 250
100 1000 55 | 500




8.3.3

Se realizé la cuantificacion de proteinas (Anexo G) mediante el método de
Bradford empleando un estandar de BSA (albumina sérica bovina) a una
concentracion final de 1 mg/ml. Posteriormente se afadieron los volumenes de los
reactivos que se enlistan en la Tabla X dentro de una placa de 96 pozos.
Posteriormente, se ley6 la absorbancia de cada pozo a 595 nm en un lector de

placas. Finalmente, se obtuvo una curva de calibracion y en ella se interpolé cada

Cuantificacion de proteinas.

una de las muestras problema para determinar su concentracion.

Tabla X. Reactivos empleados para la cuantificacion de proteinas.

Curva de calibracion
. Volumen Agua .
Estandares C(():;/'nfl'_';al Estandar destilada R?;gt“;t)B'
(ML) (ML) ’
C1 5 10 150 40
C2 10 20 140 40
C3 20 40 120 40
C4 30 60 100 40
C5 40 80 80 40
Blanco - - 160 40
Muestra
- - 160 40
(1 pL)
Volumen
final 200 uL
8.34 Ensayo final (EMSA).

Se montd el

ensayo final

(Anexo G) empleando el

estuche LightShift®
Chemiluminescent EMSA (Thermo Scientific) de acuerdo con las especificaciones

del manual (# 20148), empleando los reactivos que se enlistan en la Tabla XI.




Tabla XI. Reactivos empleados para el EMSA.

Componente Concentracion | Reaccion 1 Reaccion 2 Reaccion 3
final
Agua ultrapura - - variable variable
10X Buffer de 1X - 2 uL 2 uL
union
Poly (dI*dC) 50 ng / yL - 1uL 1uL

1ug/ yL
ADN sin 4 pmol - - variable
marcaje
Extracto Sistema - variable variable

nuclear (Ebf2) | dependiente

DNA marcado 20 fmol variable variable variable
(biotina)

Volumen final 20 yL

*Incubar las reacciones por 20 minutos.

Preparacién de los geles de poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida se prepararon empleando los siguientes reactivos

(Tabla XII):

Tabla XII. Reactivos empleados para los geles de poliacrilamida.

Gel separador Gel concentrador
Agua miliQ estéril 2.85 ml 2.25 ml
Poliacrilamida 2.33 ml 0.672 mi
Tris-HCI pH 8.8 1.75 mi 0.98 ml
Persulfato de 56 uL 40 pL
amonio
TEMED 7 uL 7.9 uL




Electroforesis.

Se monto el sistema de electroforesis bajo las especificaciones indicadas por el
manual de Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad), empleando como buffer de
corrida TBE 1X. Se utilizd el colorante de deteccion para DNA (Gel red 10X)
diluido en el buffer de carga Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega).
Posteriormente, se corrié el gel a 100 V durante 100 minutos, para finalmente
revelarlo por quimioluminiscencia mediante el equipo: ChemiDoc XRS" (Bio-Rad).
*Previo a la electroforesis final, se realiz6 un ensayo de pre-corrida sin muestras
durante 45 minutos.

*Para la electroforesis final se incluyeron las muestras de interés, el marcador de

peso molecular (DNA Ladder de Promega) y los controles (positivo y negativo).

Transferencia del gel a una membrana de Nylon.

Se realizé la transferencia empleando la camara de transferencia semiseca:
Trans-Blot SD Semi-Dry (Bio-Rad), de acuerdo con las especificaciones del
manual Trans-Blot ® SD cell (#170-3940). Se utiliz6 como buffer de transferencia,
TBE 1X. El voltaje de transferencia empleado fue el siguiente: 15 minutos a 10 V,
10 minutos a 15 V y 5 minutos a 20 V. Finalmente, se revelo el gel para comprobar
la transferencia mediante el equipo ChemiDoc XRS™ (Bio-Rad).

Entrecruzamiento.

Se expuso la membrana a luz ultravioleta por 15 minutos para fijar el DNA a la

membrana.

Revelado de la membrana.

Se realiz6 el revelado de la membrana (Anexo G) empleando el estuche comercial
Chemiluminiescent Nucleic Acid Detection Module (Thermo Scientific) bajo las
condiciones del proveedor (# 89880), para la deteccion del DNA marcado con
biotina mediante el equipo ChemiDoc XRS" (Bio-Rad).



8.4 Analisis estadistico.

Para el ensayo de luciferasa, los resultados de la sefial de luciferasa se reportaron
como distribuciones de frecuencias basada en medianas y cuartiles para
posteriormente evaluar con una ANOVA Hol-Sidak post-hoc con correccién de
Bonferroni en el programa estadistico Sigmastat 3.5, considerando un valor de p <
0.01 como significativo.

Para la PCR en tiempo real, se realizaron curvas de eficiencia con diferentes
concentraciones estandar de RNA por triplicado en 5 6rdenes de magnitud (0.1-
1000 ng) para cada una de las sondas utilizadas. Calculando la ecuacion de la
recta se determind la eficiencia de cada una de ellas. Los resultados de expresion
se analizaron por el método 24 (Livak y Schmittgen, 2001) para determinar la

subexpresion o la sobreexpresion respecto al gen endogeno de referencia.



CAPITULO IX: RESULTADOS

9.1 Ensayo reportero de luciferasa.

Antes de realizar el ensayo, se comprobd la sobrexpresion de ebf2 en las lineas
celulares transducidas por lentivirus con respecto a las lineas celulares parentales
(C6 y HEK293). Para ello, se extrajo RNA y se realizo6 PCR en tiempo real
empleando sondas de hidrélisis (ebf2) tanto para rata como para humano
dependiendo de la linea celular y utilizando como gen endégeno GAPDH. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10. En ésta se presenta un grafico
de cajas donde se observa el numero de copias del mMRNA para ebf2 (eje de las
ordenadas) entre los dos tipos de lineas celulares (eje de las abscisas), resaltando
el incremento en el numero de copias para la células transducidas frente a las
parentales (p < 0.01) comprobando de esta manera la presencia de ebf2 en las
células transducidas y su ausencia en la parentales tanto en células C6 como en
HEK293 (Figura 10A y 10B).
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Figura 10. Expresion relativa del factor de transcripcion ebf2.

Representaciéon grafica de los niveles de expresion relativa de ebf2 obtenidos mediante PCR en

. . . -AACt
tiempo real y calculados mediante el método 2

(Figuras 10A y 10B). Las cajas oscuras
muestran las lineas celulares transducidas con ebf2 (mayor expresion) mientras que las cajas color
claro pertenecen a las parentales (sin expresion) respectivamente. Las cajas color naranja
pertenecen a la linea celular C6 (A) y las cajas color verde a la linea celular HEK293 (B).

Diferencias significativas se representan como 11 (p < 0.01).



Una vez comprobada la presencia y ausencia de ebf2 en las lineas celulares
transducidas y parentales respectivamente, se realizé el ensayo reportero de
luciferasa, para el cual se emplearon las lineas celulares de distinta estirpe celular
previamente establecidas, se realizaron transfecciones transitorias con los
distintos derivados sintéticos del promotor minimo del gen HCRT utilizando los
siguientes plasmidos: Wit-pNIFty (secuencia silvestre del promotor), D1-pNIFty
(secuencia mutada con delecion del sitio olf-1 proximal), D2-pNIFty (secuencia
mutada con delecion del sitio olf-7), M1-pNIFty (secuencia mutada por sustitucion
del sitio olf-1 proximal) y M2-pNIFty (secuencia mutada por sustitucién del sitio olf-
1 distal.

Inicialmente se comprobo la actividad del promotor minimo del gen HCRT murino
(WT-pNIFty) previamente definido por Sanchez Garcia y cols., (2016) con respecto
al promotor original de dicho vector de expresion (INFB-pNIFty). Posteriormente, la
actividad de luciferasa generada por cada uno de los derivados sintéticos del
promotor minimo se evalud por luminiscencia, en transfecciones transitorias (48 h
después de la exposicion a nanoparticulas (lipofectamina) (Figura 11) y en lineas
celulares semiestables, que fueron seleccionadas en presencia de puromicina y
zeocina durante 4 semanas (Figura 12).

Las transfecciones transitorias (48 horas post-transfeccion) demuestran que la
actividad del promotor minimo del gen HCRT de secuencia silvestre es mayor (p <
0.01) que la actividad del promotor de INF[3 tanto en la linea celular C6 (Figura
11A) como en la linea HEK293 (Figura 11B). Ademas, en ambas lineas celulares,
la sobreexpresion de ebf2 incrementa la actividad de luciferasa dirigida por el
promotor minimo silvestre del gen HCRT. En la linea celular C6 portadora del
promotor HCRT silvestre (WT) se observa que las células transducidas con ebf2
incrementan la expresion de luciferasa 1.5 veces mas de manera significativa (p <
0.01) versus las células parentales que no sobre-expresan ebf2 (Figura 11A), este
efecto es mas evidente para la linea celular HEK293, donde la sobre-expresién de
ebf2 (HEK293/ebf2) incrementa la expresion de luciferasa 6 veces mas (p < 0.01)
respecto a las células HEK293 parentales sin ebf2 (Figura 11B).



Al mutar el sitio olf-1 proximal del promotor HCRT, tanto por delecion (D1) como
por mutacién (M1) en la linea celular C6 (Figura 11A), y comparar el efecto de
cada variante del promotor entre las células transducidas con ebf2 y las células
parentales, se observa que la expresion de luciferasa inducida por la variante D1
se incrementa 2.4 veces mas (p > 0.01) en las células transducidas con ebf2
versus las células parentales, no se observan diferencias significativas para la
variante M1. Mientras que en la linea celular HEK293 (Figura 11B) la expresion de
luciferasa inducida por la variante D1 se incrementa 12 veces mas (p < 0.01),
nuevamente en esta linea celular tampoco se observan diferencias significativas
para el grupo M1.

Evaluando el efecto de cada variante (mutante D1, M1) del promotor HCRT con
respecto al promotor silvestre en la linea celular C6/ebf2 (Figura 11A) observamos
qgue la expresion de luciferasa inducida por la variante D1 incrementa 6 veces mas
(p < 0.01) versus la expresion inducida por el promotor WT, la expresion de
luciferasa inducida por la variante M1 se incrementa 4 veces mas respecto al
promotor WT (p > 0.05). Al evaluar este efecto en la linea celular HEK293/ebf2
(Figura 11B) se observa un incremento mas notable en la expresion de luciferasa
inducida por la variante D1 (11 veces mas) y M1 (6 veces mas) respecto al

promotor WT, siendo solo significativo para la variante D1 (p < 0.01).

Por otra parte al mutar el sitio olf-1 distal del promotor HCRT, tanto por delecion
(D2) como por mutacion (M2) en la linea celular C6 (Figura 11A) y comparar el
efecto de cada variante del promotor entre las células transducidas con ebf2 y las
células parentales se observa que hay una tendencia al incremento en la
expresion de luciferasa inducida por cada una de las variantes sin embargo no hay
diferencias significativas. Mientras que en la linea celular HEK293 observamos la
misma tendencia sin diferencias significativas.

Evaluando el efecto de cada variante (mutante D2, M2) del promotor HCRT con
respecto al promotor silvestre en la linea celular C6/ebf2 (Figura 11A) observamos
que la expresion de luciferasa inducida por la variante D2 disminuye versus la

expresion inducida por el promotor WT sin embargo el efecto no es significativo.



La expresion inducida por la variante M2 no muestra cambios con respecto a la
inducida por el promotor WT. Al evaluar este efecto en la linea celular
HEK293/ebf2 (Figura 11B) se observa un decremento mas notable en la expresion
de luciferasa inducida por la variante D2 (4 veces menos) respecto al promotor
WT, para M1 no hay diferencias respecto al grupo WT.

Posterior a evaluar la sefial de luciferasa 48h post-transfeccion, todas las lineas
celulares (C6/ebf2 y HEK293/ebf2) previamente transfectadas con cada una de las
variantes sintéticas del promotor minimo HCRT, se sometieron a seleccion
empleando el antibiético zeocina durante cuatro semanas. Al término de la
seleccion nuevamente se registraron los niveles de luciferasa emitida por el gen
reportero mediante luminiscencia para evaluar la estabilidad de las transfecciones.
Los resultados se muestran en la Figura 12, en esta se puede apreciar que en las
lineas celulares C6/ebf2 (Figura 12A) transfectadas con cada una de las variantes
del promotor, existen diferencias en la expresiéon de luciferasa con respecto al
promotor silvestre (WT). Resaltando que al mutar el sitio olf~-1 proximal, la
expresion de luciferasa inducida por las variantes D1 y M1 incrementa de manera
significativa (p < 0.01) versus la expresion inducida por el promotor WT (6 y 4
veces mas, respectivamente), mientras que en la linea celular HEK293/ebf2
(Figura 12B) la expresion de luciferasa inducida por las mismas variantes
incrementa de manera mas evidente (p < 0.01) versus la expresién inducida por el
promotor WT (11 y 6 veces mas, respectivamente).

Al mutar el sitio olf-1 distal, en la linea celular C6/ebf2, la expresién de luciferasa
inducida por las variantes D2 y M2 no difiere (p > 0.05) versus la expresion
inducida por el promotor WT, mientras que en la linea celular HEK293/ebf2 (Figura
12B) la expresion inducida por la variante D2 se disminuye (4 veces menos) con
respecto a la expresion del grupo WT, la expresion inducida por la variante M2
también disminuye (3 veces menos) versus la expresion inducida por el promotor
WT.
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Figura 11. Expresion del gen reportero de luciferasa inducida por los diferentes
derivados sintéticos del promotor del gen HCRT murino después de 48h.

Graficos de los niveles de luciferasa obtenidos por la sefial del gen reportero emitida, mediante el
ensayo reportero de luciferasa a las 48 h. Se realizaron transfecciones transitorias mediante
lipofectamina en las lineas celulares C6 (color naranja, A) y HEK293 (color verde, B) empleando
distintos plasmidos (2.5 pg), portadores de diferentes promotores para inducir la expresion del gen
reportero (Lucia): INFB (C); HCRT (WT); y derivados sintéticos del promotor HCRT (D1, M1, D2 Y
M2), los ultimos obtenidos por mutaciones y deleciones en los sitios olf-1 proximal y distal
respectivamente. La presencia o ausencia de cada uno de los promotores en las diferentes lineas
celulares se representan con los signos (+ / -). Las lineas celulares parentales (cajas de color claro,
A y B) muestran bajos niveles de expresion de luciferasa respecto a las que sobre-expresan ebf2
que muestran altos niveles de expresion (cajas de color oscuro, A y B). Diferencias significativas (p
< 0.01), donde el signo 1 = expresién, ** = WT/ebf2 vs C/ebf2 y * = Wt-ebf2 vs D1/ebf2.
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derivados sintéticos del promotor del gen HCRT murino después de 4 semanas.

Representacion grafica de los niveles de luciferasa obtenidos por la sefal del gen reportero
emitida, mediante el ensayo reportero de luciferasa a las 4 semanas para evaluar la estabilidad de
la transfeccion transitoria inicial. Las lineas celulares que sobre-expresan ebf2 (C6/ebf2 y
HE293/ebf2) transfectadas transitoriamente, fueron sometidas a seleccion mediante el antibidtico
Zeocina (100 mg/mL) por cuatro semanas. Las células C6/ebf2 (cajas naranja, A) y HEK293/ebf2
(cajas verdes, B) muestran la expresion de luciferasa inducida por los diferentes derivados de la
secuencia promotora del gen HCRT, indicando la presencia (+) y la ausencia (-) de cada uno de
ellos. Diferencias significativas (p < 0.01), donde el signo t+ = Wtvs M1y M2, ** = Wtvs M1y * =

WT vs D1.



9.2 PCRen tiempo real.
9.2.1 Extracciéon de RNA.

Después de obtener las transfecciones semiestables de cada linea celular y

comprobar la insercion del gen reportero al genoma de las células mediante el

ensayo reportero de luciferasa, se realizd la extraccion de RNA a partir de 3

cultivos independientes empleando el reactivo Purezol y su purificacion mediante
columna. En las Tablas Xl (C6/ebf2) y XIV (HEK293/ebf2) se muestran las
concentraciones y las proporciones 260/280 obtenidas, para evaluar la calidad y la

pureza de cada una de las muestras representativas, observando que cada una de

ellas cumple con los parametros de calidad establecidos

para poder ser utilizadas en la gPCR.

(260/280 = 1.8 — 2.2)

Tabla XIll. Parametros de calidad del RNA en la linea celular C6/ebf2.

Muestra Concentracion (ng / pl) 260/280
pNiFty-WT 379.8 2.10
pNiFty-D1 311.1 2.10
pNiFty-D2 240 2.12
pNiFty-M1 437 2.08
pNiFty-M2 397.9 2.09




Tabla XIV. Parametros de calidad del RNA en la linea celular HEK293/ebf2.

Muestra Concentracion (ng / pl) 260/280
2.11

pNiFty-WT 738.6

pNiFty-D1 803.8 2.09

pNiFty-D2 348.4 2.1

pNiFty-M1 617.9 2.1

pNiFty-M2 564.9 2.02

En la Figura 13, se muestra un gel de agarosa representativo (2%) para evaluar la
integridad del RNA, observando que cada una de las muestras (carriles 1 - 6)
presentan las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales (18s y
28S) caracteristicas del ARN integro.
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Figura 13. Gel de agarosa (2%).

Gel de agarosa al 2% (TBE 1X y SYBR Safe, voltaje de corrida = 100V / 60 minutos), donde se
representa el RNA obtenido a partir de las lineas celulares C6/ebf2 (= 20x10° células)

transfectadas con los distintos derivados sintéticos del promotor del gen HCRT murino (D1, D2,
M1, M2 y WT), mediante el reactivo PureZOL RNA isolation. Cada carril (1 - 6) representa los
distintos RNAs obtenidos, en estos se pueden apreciar las subunidades ribosomales (18S y 28S),

mostrando la integridad de cada uno de ellos.

9.2.2 RT-PCR.

Ya que se comprobaron los parametros de calidad, concentracion, pureza e
integridad del ARN de cada una de las muestras, posteriormente se realizd su
retro-transcripciéon mediante el Kit GoTaq Probe 2-Step RT-qPCR (Promega) bajo
las condiciones del proveedor para obtener el DNA complementario que luego
seria utilizado en la gPCR.



9.2.3 qPCR.

Para el disefio de primers y sondas especificas, se tomé en cuenta la siguiente
ilustracion representativa del promotor minimo (HCRT WT) previamente definido
por Sanchez Garcia y cols, (2016) como referencia para calcular la expresién del
MRNA (luciferasa) de cada una de las lineas celulares transfectadas con los
distintos derivados sintéticos (D1,M1,D2 y M2) del promotor del gen HCRT murino.
En la Figura 14, se representan los sitios de inicio de la transcripcidn en la region
promotora, tanto el sitio de inicio original (+1->) como el sitio de inicio presuntivo
(+46>7), este ultimo propuesto de acuerdo a las mutaciones y deleciones
realizadas anteriormente en los sitios olf-1 proximal y distal de la regién promotora,
para producir los distintos derivados sintéticos de dicha regién. Es importante
resaltar que ambos sitios de inicio de la transcripcion se localizan cerca de la caja
TATA y comprenden la misma secuencia de bases (CACTGAAGA).

-245 -236

synthetic WT
synthetic D1
synthetic M1
synthetic D2
synthetic M2

Notl olf-1D2/M2

synthetic WT
synthetic D1
synthetic M1
synthetic D2
synthetic M2

synthetic WT
synthetic D1 [CTTTGTCTGGTTTAAGGTGGACACACATACTCATGTCTCCCCCGCACACACACCTCAGAGCAT|ITATAAACCCCTG]- - - - - - - - - -
synthetic M1 AT[AAGAATG
synthetic D2
synthetic M2

olf-1D1/M1

synthetic WT
synthetic D1
synthetic M1
synthetic D2
synthetic M2

Ncol
Figura 14. Derivados sintéticos del promotor del gen HCRT murino.

Region promotora del gen HCRT murino que abarca 390 pb (WT) rio arriba del sitio del codén de
inicio de la traduccion (recuadro verde, sombreado amarillo) y sus respectivos derivados sintéticos
(D1, M1, D2 y M2). Resaltando las deleciones y mutaciones en los sitios olf-1 proximal y distal
(recuadros rojos) a dicho coddén de inicio asi como los sitios de inicio de la transcripcion (flechas

negras) cercanos a la caja TATA (recuadro negro).



Posteriormente se disefiaron las sondas y primers especificos marcados con
distintos fluor6foros mediante el programa MacVector para calcular la expresion
relativa del mRNA que codifica para la luciferasa secretada (Lucia) en cada una de
las muestras, empleando dos sondas para calcular la expresion (sitios 1y 2) y una
sonda como control (Luciferasa B), se utilizé como gen endégeno GAPDH para
normalizar los niveles de expresion. En la Tabla XV se muestran las curvas de
eficiencia calculadas para las distintas sondas, resaltando que todas ellas se
encuentran dentro del rango de eficiencias requerido para la qPCR (87% — 100%).

Tabla XV. Curvas de eficiencias para las sondas de estudio.
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Para comprobar la funcionalidad de las sondas en las lineas celulares de estudio
bajo las condiciones previamente descritas en la metodologia, en la Figura 15 se
ilustran dos curvas de amplificacion representativas correspondientes a las lineas
celulares C6/ebf2 y HEK293/ebf2 respectivamente, comprobando de esta manera
su funcionalidad con un promedio de ciclos de amplificacidon igual a 20 en ambas

lineas celulares.

A 78.094

71.094
64,094
57.094-
50.094
43.0594
36.094
29,094
22,034
15.084

Fluorescencia (533 — 580)

8.094

1.084

Ciclos

B 47.926

43426
38.9261
34,426
29,926
25426

20.926

Fluorescencia (533 — 580)

16.426

11.926

7.426

2.926

Ciclos
Figura 15. Curvas de amplificacion en las lineas celulares de estudio.
Curvas de amplificacion representativas para las lineas celulares C6/ebf2 (A) y HEK293/ebf2 (B),
obtenidas por PCR en tiempo real a partir de 1000 ng de cDNA mediante el Kit GoTaq Probe 2-
Step RT-gPCR (Promega) empleando sondas de hidrdlisis (IDT, 40X) marcadas con los fluoréforos
FAM y HEX.



Para la cuantificacion relativa del mRNA (luciferasa) a partir de los dos sitios de
inicio de la transcripcion (previamente descritos) en cada una de las lineas
celulares transducidas con ebf2 y transfectadas con las distintas variantes
sintéticas del promotor minimo HCRT murino se utilizé el método 2*°'. Los
resultados obtenidos se detallan en las Figuras 16 y 17, donde se aprecia el
numero de copias del mRNA (expresion relativa) entre los diferentes grupos en
cada una de las lineas celulares. La Figura 16, muestra el efecto en la linea celular
C6/ebf2, resaltando que al mutar el sitio olf-1 proximal, hay un incremento
significativo (p < 0.01) en el numero de copias de las variantes D1 (5 veces mas) y
M1 (3 veces mas) con respecto al numero de copias del grupo WT (silvestre).
Mientras que en la linea celular HEK293/ebf2 (Figura 17) el incremento en el
numero de copias para dichas variantes (D1 y M1) es de 10 veces mas y 5 veces
mas respectivamente. En la linea celular C6/ebf2 (Figura 16) no se muestran
diferencias en el numero de copias de los grupos D2 y M2 (mutaciones en el sitio
olf-1 distal) versus el grupo WT, mientras que en la linea celular HEK293/ebf2
(Figura 17), la variante D2 disminuye el numero de copias (3 veces menos) con
respecto al grupo WT. No se muestran diferencias del grupo M2 con respecto al
grupo WT. La expresion relativa evaluada a partir de los dos sitios de inicio de la
transcripcion: original (Figuras,16A y 17A) y presuntivo (Figuras, 16B y 17B) es
semejante, observandose el mismo efecto a partir de ambos sitios.

Posterior a evaluar la expresion relativa inducida por las variantes sintéticas del
promotor a partir de los dos sitios de inicio de la transcripcion, a continuaciéon se
determind la proporcidn de relacion entre los dos sitios de inicio (3'/5’, presuntivo
respecto al original). La Figura 18 muestra los resultados de dicha relacion para
cada una de las lineas celulares, donde en la linea celular C6/ebf2 (Figura 18A) la
proporcion de relacion en todos los grupos (variantes del promotor) es igual a 1,
indicando que no hay cambios en el sitio de inicio de la transcripcion. Mientras que
en la linea celular correspondiente a HEK293/ebf2 si se observa un cambio
significativo (p < 0.01) en el sitio de inicio de la transcripcion para la variante del
promotor D2, (proporcion 3'/5’ = 2). En el resto de los grupos no se observan
cambios (Figura 18B).
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Figura 16. Expresion relativa inducida por los distintos derivados sintéticos del

promotor del gen HCRT murino en la linea celular C6/ebf2.

Representacidn grafica de la expresion relativa del gen reportero (Lucia) calculada por el método 2°

AACt. Los niveles de expresion se obtuvieron mediante qPCR empleado las sondas de hidrolisis

40X (Orx sitio 1, Orx sitio 2 y Lucia B) marcadas con los fluoréforos FAM y HEX, como gen
endogeno se utilizé GAPDH (40X), el ensayo se realizé utilizando el Kit GoTaq Probe 2-Step RT-
gPCR (Promega) a partir de 1000 ng de cDNA. Las cajas color naranja representan el nimero de
copias determinado por la presencia (+) o ausencia (-) de los diferentes derivados sintéticos del
promotor a partir de los dos sitios de inicio de la transcripcion: sitio 1 original (16A) y sitio 2

presuntivo (16B). Donde las diferencias significativas se representan: p < 0.01, *y **.
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Figura 17. Expresion relativa inducida por los distintos derivados sintéticos del

promotor HCRT murino en la linea celular HEK293/ebf2.

Representacidn grafica de la expresion relativa del gen reportero (Lucia) calculada por el método 2°

. Los niveles de expresion se obtuvieron mediante qPCR empleado las sondas de hidrolisis
40X (Orx sitio 1, Orx sitio 2 y Lucia B) marcadas con los fluoréforos FAM y HEX, como gen
endogeno se utilizé GAPDH (40X), el ensayo se realizé utilizando el Kit GoTaq Probe 2-Step RT-
gPCR (Promega) a partir de 1000 ng de cDNA. Las cajas color verde representan el numero de
copias determinado por la presencia (+) o ausencia (-) de los diferentes derivados sintéticos del
promotor a partir de los dos sitios de inicio de la transcripcion: sitio 1 original (17A) y sitio 2

presuntivo (17B). Donde las diferencias significativas se representan: p < 0.01 (* y **).
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Figura 18. Proporciéon de relacion entre el sitio de inicio de la transcripcidon
presuntivo respecto al original.
Graficos representativos de las proporciones de relacion entre la expresién del sitio de inicio de la

transcripcion presuntivo (3’) y la expresion del sitio original (5’). Lo anterior se calcul6 a partir de los

. . . . . . -AACt
niveles de expresién del gen reportero obtenidos para ambos sitios mediante el método 2 en

el ensayo de qPCR. Las cajas color naranja (18A) representan las proporciones de relacién entre
un sitio y otro en la linea celular C6/ebf2 y las cajas color verde (18B) representan las proporciones
de relacién para la linea celular HEK293/ebf2. Cada una de las proporciones se determind por la
expresion inducida en presencia (+) o ausencia (-) de los diferentes derivados sintéticos del
promotor del gen HCRT murino respecto al promotor original (eje de las abscisas). Diferencias

significativas (* ** p < 0.01).



9.3 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA).

El EMSA se realizé para comprobar la union de ebf2 a cualquiera de los dos sitios
olf-1 proximal y distal con respecto al sitio del codén de inicio de la traduccion.
Para ello se realizé primero la estandarizacion de la técnica bajo las condiciones
previamente mencionadas en la metodologia. Al realizar la extraccidon de proteinas
nucleares (ebf2) y parentales (sin ebf2) de cada una de las lineas celulares
empleadas (C6 y HEK293) mediante el Kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
(Promega), se determinaron las concentraciones de las proteinas presentes en
cada linea celular haciendo uso de la ecuacion de la recta, ésta obtenida en la
curva de calibracién Bradford que se muestra en la Figura 19, en la cual se
observan los siguientes valores: una pendiente igual a 0.0187, una ordenada al
origen igual a 0.4294 y un coeficiente de correlacién cercano a 1 (0.99157). Las
concentraciones calculadas a partir de dicha curva de calibracién fueron de 2.09
(Mg / pl) para la linea celular C6/ebf2 y 2.52 para la linea celular HEK293/ebf2.
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Figura 19. Curva de calibracion Bradford.
Representacion grafica de la curva de calibracion obtenida mediante el método Bradford para la
cuantificacion de proteinas. Indicando las absorbancias (eje de las ordenadas) y las
concentraciones de distintos estdndares de albumina (1 mg/mL) en el eje de las abscisas.

Resaltando la ecuacién de la recta como y = 0.0187x + 0.4294.



Se sintetizaron oligos duplex de 50 pb marcados con biotina y sin marcar
(controles) mediante el programa MacVector, disefiados para la secuencia del sitio
olf-1 distal debido a los resultados observados en los ensayos anteriores, las
caracteristicas de estos se enlistan en la seccion de materiales. La sintesis de
dichos oligos se realiz6 para evaluar la union de ebf2 a dichos oligos, Para
comprobar el tamafio de dichos oligos y su integridad, se realiz6 un gel de
poliacrilamida al 10% (Figura 20), resaltando las bandas correspondientes al

tamano de 50 pb con respecto al marcador de peso molecular.
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Figura 20. Gel de poliacrilamida (10%).

Gel de poliacrilamida al 10% (Tris-HCI pH 8.8, persulfato de amonio 1X, TEMED, GelRed 10X,
Blue/orange 6X, electroforesis en buffer TBE 1X a 100V / 100 minutos). Representacion del
tamario e integridad de los oligos: olf-1 P (WT); olf~-1 D (WT) y olf-1 (D2), marcados con biotina y
D2 sin marcar (control), asi como el marcador de peso molecular (MPM, 100bp DNA Ladder)

indicando con una flecha color rosa las bandas representativas correspondientes a 50 pb.



Posteriormente, se determind la concentracion de trabajo adecuada para cada
uno de los oligos previamente descritos con respecto a las condiciones requeridas.
Para ello se realizaron distintas diluciones a partir de las concentraciones
originales de los oligos (marcado, 10 pmol / yL y sin marcar, 1000 pmol / pyL). Con
el fin de escoger la concentracion necesaria para comprobar la funcionalidad de
los oligos marcados con biotina, se realiz6 un EMSA bajo las condiciones ya
descritas en la metodologia.

Determinando que la concentracion minima requerida para la deteccion de biotina
mediante quimioluminiscencia fue de 0.02 pmol / pL (Figura 21) que corresponde a
la dilucion 1:500, mientras que la concentracion minima requerida de oligo sin

marcar fue de 2 pmol / yL (1:500).
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Figura 21. Curva de concentraciones para el oligo olf-1 distal marcado con biotina.

Ensayo de retardo de movilidad electroforética representativo: gel nativo de poliacrilamida al 10%;
electroforesis en buffer TBE 1X a 100V / 100 minutos; reacciones de EMSA (LightShift EMSA
Optimization); transferencia del gel a una membrana Zeta-Probe Blotting; fijacién del DNA por luz
UV; y revelado (kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection), para la determinacién de la
concentracién minima éptima en la deteccién de biotina mediante quimioluminiscencia. Los carriles
corresponden a la sefal detectada en cada una de las diluciones realizadas (1:10, 1:100 y 1:500) a
partir de la concentracién original del oligo distal (o/f-1 D) marcado con biotina (10 pM / L), asi

como la ausencia de dicha sefial en el control negativo (oligo sin marcar, olf-1 D2).



Para los EMSA finales, una vez estandarizadas las condiciones de trabajo de
acuerdo al manual del Kit LightShift Chemiluminescent EMSA, se llevaron a cabo
todas las reacciones necesarias en cada una de las lineas celulares previamente
utilizadas, la reaccion positiva (control positivo) se bas6 unicamente en el uso de
oligo marcado con biotina, la reaccion de union (Shift) se enfocd en el uso de oligo
marcado con biotina + extracto nuclear (ebf2), la reaccion de competencia
consistié en el uso de oligo marcado con biotina + extracto nuclear + el exceso
(200 veces mas) de oligo sin marcar, asi como el control negativo (oligo marcado
con biotina + extracto nuclear sin ebf2).

Los resultados obtenidos al emplear el oligo marcado con biotina correspondiente
a las secuencia olf-1 distal y comprobar su interaccion con ebf2 tanto en la linea
celular C6/ebf2 como en la linea celular HEK293/ebf2 se muestran en la Figura
22A 'y 22B respectivamente.

En la Figura 22A se pueden observar los carriles correspondientes a las
reacciones mencionadas anteriormente para la linea celular C6/ebf2, resaltando el
retraso del oligo (migracion) y la aparicion de una banda extra en la reaccion de
unidn (carril 2) con respecto al control positivo (carril 1), indicando la interaccion
entre el oligo marcado con biotina y el extracto nuclear (ebf2), mientras que en la
reaccion de competencia (carril 3) se observa la desaparicién de dicha banda
debido al exceso de oligo sin marcar.

En la Figura 22B se observan los carriles correspondientes a las reacciones para
la linea celular HEK293/ebf2 donde se aprecia que en la reaccion de union (carril
2) hay retraso y aparicion de una banda extra con respecto al control positivo
(carril 4) indicando la interaccion del oligo y ebf2, en la reaccién de competencia
(carril 3) se observa la desaparicidn de dicha banda (exceso de oligo sin marcar) y
en el carril 1 se muestra el control negativo que indica la interaccion del oligo
marcado con biotina y el extracto nuclear sin ebf2 encontrando ausencia de

bandas, pues no hay deteccion de la sefial de biotina.
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Figura 22. EMSA representativo de la interaccion del factor de transcripcion

ebf2 con el sitio olf-1 distal en las lineas celulares C6/ebf2 y HEK293/ebf2.
Ensayo de retardo de movilidad electroforética representativo: gel nativo de poliacrilamida al 10%;
electroforesis en buffer TBE 1X a 100V / 100 minutos; reacciones de EMSA (LightShift EMSA
Optimization); transferencia del gel a una membrana Zeta-Probe Blotting; fijacién del DNA por luz
UV; y revelado (kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection), para la deteccion de la interaccién
entre ebf2 y el sitio off-1 distal mediante quimioluminiscencia. Los carriles muestran la sefal de
biotina detectada en cada una de las reacciones empleadas por la presencia (+) o ausencia (-) de:
oligo biotinilado (o/f-1 D, 100fM); oligo sin marcaje (olf-1 D no biot, 20 000 fM) y extracto nuclear
(ebf2 y parental, 5-6 ug). Resaltando con una flecha la banda que indica la interaccion entre el

factor de transcripcion ebf2 y el oligo olf-1 distal tanto en la linea celular C6/ebf2 (Figura A) como

en la HEK293/ebf2 (Figura B).



CAPITULO X: DISCUSION.

Las orexinas son neurotransmisores peptidicos derivados de la proteina
precursora prepro-orexina, cuya expresion es exclusiva de HL por una pequefia
poblacion de neuronas orexinérgicas. Estas son de tamaro (15 a 40 ym) y forma
(esférica y multipolar) variables, se estima que son alrededor de 80,000 en el
cerebro humano. A partir de esta region, las neuronas orexinérgicas proyectan
ampliamente a todo el sistema nervioso [10]. Dichas proyecciones regulan nucleos
hipotalamicos implicados en la alimentacién [14, 81]. Al mismo tiempo, que
incrementan la excitacion cortical y promueven la vigilia a través de los nucleos
aminérgicos y otros nucleos relacionados con el suefio. La estimulacién de las
orexinas modula también los sistemas de recompensa, actividad motora y
activacion emocional mediante su interaccidn con neuronas particulares [36-39].
Los neurotransmisores orexinérgicos ejercen su efecto mediante su union a
receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas para la activacion de
diferentes vias de sefializacion [5, 10]. Se ha demostrado que la pérdida de las
neuronas orexinérgicas conduce al desarrollo de efectos patoldgicos tales como la
narcolepsia y las adicciones [8, 10-12, 113], debido a esto varios estudios se han
enfocado en la evaluacion de los factores locales y sistémicos involucrados en la
regulacion de los niveles de orexinas a partir de su liberacién, analizando los
agonistas (Ox A y Ox B) y sus receptores (OxR1 y OxR2) mediante modelos in
vitro e in vivo [16-19, 21, 78, 79]; sin embargo, existen pocas evidencias sobre los
factores moleculares intracelulares responsables de la produccién de dichos
neuropéptidos. La proteina precursora de las orexinas participa principalmente en
la regulacién del ciclo de vigilia-suefio y el mantenimiento de la homeostasis
energética del organismo [4, 72]. Se han propuesto diversos mecanismos para la
regulacion de los niveles de la misma; sin embargo, la regulacién de su biosintesis

no ha sido completamente esclarecida.



Por esta razon, en el presente estudio surgido el interés de identificar los
elementos moleculares claves en la regulacion de la expresion del gen (HCRT)
que codifica a la prepro-orexina. La secuencia codificante de este gen abarca
1432 pb (2 exones y 1 intrén) y se encuentra regulada por una region promotora
localizada en el extremo &’ rio arriba del sitio de coddn de inicio de la traduccion.
Se ha demostrado que la secuencia de dicho gen presenta alta homologia entre
distintas especies [123]. La region rio arriba del TSS de dicho gen contiene
elementos esenciales para la correcta expresion hipotalamica [44, 124, 125] y para
la union de varios factores de transcripcion importantes en la regulacion de la
expresion del gen HCRT [125-127]. Desde la identificacion inicial de este gen se
ha intentado definir una regién promotora minima capaz de inducir su expresion.
Inicialmente Sakurai y cols.,1999 delimitaron una region extensa de 3149 pb que
flanquea al extremo 5’ y que contiene los elementos necesarios para la expresion
del gen HCRT humano. Posteriormente, se demostré que un fragmento de menor
tamano (450 pb) de la region flanqueante 5’ de dicho gen presentaba actividad
promotora in vitro y que dicho fragmento contenia sitios potenciales de union para
varios factores de transcripcion [124]. En un trabajo posterior, Yamamoto y cols.
(2002) reportaron la presencia de dos elementos reguladores del gen de prepro-
orexina, OE1 y OE2 de en las posiciones -287 y -2500 pb, respectivamente,
situados en la region promotora de dicho gen, necesarios para su expresion en el
hipotalamo lateral y para su represion fuera de dicha region, mediante deleciones
continuas en el elemento OE1, se delimitd una secuencia de 57 pb critica para la
regulacion espacial in vivo [44], encontrando que dicha secuencia funge como sitio
de unidén para diversos factores de transcripcion tales como; foxa 2, identificado en
el 2009 como un regulador positivo, que promueve la expresion del gen HCRT en
condiciones de ayuno dentro del hipotalamo lateral provocando incremento en la
ingesta de alimentos, conducta motivada y excitacion, en ratones [127] y en el
2010, nrea1 identificado como un regulador negativo que reprime la transcripcion
del gen HCRT en el hipotalamo tanto in vivo como in vitro [125].



Estudios realizados en ratones genéticamente modificados, han demostrado que
las mutaciones por delecion generadas en el gen HCRT dan como resultado el
desarrollo de un fenotipo narcoléptico [101], por otra parte, se ha establecido que
este fenotipo se desarrolla también en ratones inducidos a la pérdida de las
neuronas orexinérgicas mediante el empleo de la neurotoxina (ataxina-3) [10].
Mediante analisis de expresidn génica a gran escala se ha evidenciado que en
estos animales dicha neurotoxina, provoca la expresion diferencial de varios genes
expresados en las neuronas que residen en el HL, especificamente la disminucion
significativa de la expresion del gen EBF2 [126]. Mas tarde en el 2011 se demostrd
que los ratones knockout a dicho gen desarrollan una disminucién en las células
productoras de prepro-orexina dentro del HL, ademas de un deterioro grave en la
inervacion orexinérgica de la protuberancia, resaltando que EBF2 juega un papel
central durante el establecimiento de un circuito orexinérgico funcional mediante el
control de la expresion de las orexinas y el correcto desarrollo de las fibras
nerviosas derivadas del hipotalamo, pues la ausencia de dicho gen conduce al
desarrollo de un fenotipo narcoléptico [133]. En este mismo estudio mediante un
analisis in silico del promotor del gen HCRT se identificaron también dos sitios olf-
1 que se encuentran filogenéticamente conservados entre 4 especies diferentes
(perro, rata, raton y humano) y son considerados sitios diana para factores de
transcripcion de la familia de EBF2. Este pertenece a la superfamilia de factores
de transcripcién hélice-bucle-hélice basicos implicados en el control de la
expresion génica que determina el destino celular y/o diferenciacion. El factor de
transcripcion ebf2 pertenece a la familia EBF, y también es conocido como COE2,
se localiza en el nucleo y codifica una proteina de 575 aa, presenta un dominio de
unién al ADN bien conservado, reconoce la secuencia 5'-ATTCCCNNGGGAATT-
3’ e interacciona con otros miembros de su misma familia formando homodimeros
y heterodimeros. Inicialmente, se evidencio su participacidén, asi como la de otros
factores de la misma familia, en la diferenciacién neuronal por estudios hechos en
Drosophila que luego fueron extrapolados a mamiferos, con lo que se establecio
su rol en la neurogénesis [130-132].



Aun tomando en cuenta todo lo anterior, el conocimiento de como los miembros de
la familia EBF contribuyen a la neurogénesis esta limitado por la falta de
comprension detallada de los genes diana que son regulados transcripcionalmente
por estos factores. A lo largo del desarrollo, muchos procesos ocurren de forma
coordinada, incluyendo patrones de establecimiento, diferenciacion y migracion de
células progenitoras. En el SN en particular, estos procesos son complejos y
dependen de la expresion coordinada de un conjunto de varios genes, por lo que
en este estudio se analiz6 la participacion del factor de transcripcion ebf2 en la
regulacion transcripcional del gen HCRT y la importancia de los sitios olf-1
presentes en la region promotora de dicho gen.

Nuestro estudio experimental analiz6 de manera general la actividad de un nuevo
promotor minimo (390 pb) del gen HCRT murino definido recientemente por
nuestro grupo de investigacion, el cual abarca los dos sitios olf-71 (proximal y distal
respecto al TSS) antes mencionados, dicho promotor fue construido mediante
técnicas de ingenieria genética empleando el vector de expresion pNIFty que
expresa el gen reportero, Lucia (Sanchez Garcia y cols, 2016). En la presente
investigacion inicialmente se evaluo el efecto de dicho promotor en lineas
celulares de estirpe neuronal y no neuronal transducidas con el factor de
transcripcion ebf2, se demostré que la actividad del promotor minimo del gen
HCRT murino portador de la secuencia silvestre, fue mayor (30 veces mas)
respecto a la actividad del promotor de INFf3, inductor original del gen reportero en
el vector de expresion pNIFty lo cual coincide con lo reportado por Sanchez
Garcia y cols., 2016.

Posteriormente mediante un ensayo reportero de luciferasa se evaluaron los
niveles de la expresion del gen reportero, inducidos por cada uno de los derivados
sintéticos obtenidos a partir del promotor minimo silvestre del gen HCRT murino
(D1-pNIFty, M1-pNIFty, D2-pNIFty, M2-pNIFty) producidos por delecién y/o
mutacion en los sitios olf-1 proximal y distal respecto al TSS (Sanchez Garcia y
cols, 2016). En dicho ensayo al realizar las transfecciones transitorias en cada
linea celular con las distintas variantes del promotor, se comprob¢é la insercién del

gen reportero al genoma de las células de acuerdo al efecto visto 4 semanas post-



transfeccion con respecto al observado a las 48h post-transfeccion, manteniendo
la estabilidad de las transfecciones por dicho periodo. Resaltando que los niveles
de expresidn en dicho ensayo para la linea celular neuronal C6/ebf2 (sobre-
expresa ebf2) incrementan de manera notoria en las células transfectadas con los
promotores con delecion y mutacion en el sitio olf-1 proximal (D1 y M1), 6 y 4
veces mas respectivamente con respecto a las células transfectadas con el
promotor de secuencia silvestre. Mientras que para la linea celular no neuronal
HEK293/ebf2 (sobre-expresa ebf2) se observd el mismo patrén de incremento en
los niveles de expresidn del gen reportero en células transfectadas con dichos
promotores (D1 y M1), siendo mas evidente en esta linea celular por casi el doble
de veces (11 veces y 6 veces mas vs el promotor WT), sin embargo en esta linea
celular también se aprecié un efecto diferente, resultando en una disminucion
evidente de los niveles de expresidon en el gen reportero de las células
transfectadas con el promotor portador de la delecidn en el sitio olf-1 distal (D2),
siendo esta de 3 veces menos vs el promotor silvestre.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo reportero de luciferasa, se
quiso comprobar si dichos efectos se mantenian a nivel de mMRNA (gen reportero)
empleando PCR en tiempo real para evaluar la regulacion transcripcional de las
distintas variantes del promotor minimo del gen HCRT murino, se evaluaron los
niveles de expresién del mRNA del gen reportero a partir de los dos sitios de inicio
de la transcripcion (original y presuntivo) cercanos a la caja TATA del promotor, se
observé que a partir de ambos sitios de inicio de la transcripcion los efectos
observados en el ensayo reportero de luciferasa se siguen manteniendo pues la
expresion inducida por los promotores D1 y M1 incrementa considerablemente
tanto en la linea celular C6/ebf2 (5 y 3 veces mas) como en la HEK293/ebf2 (10 y
5 veces mas) con respecto a la expresion inducida por el promotor silvestre. Asi
como también se mantiene el decremento de la expresion inducida por el promotor
D2 en la linea celular HEK293/ebf2 (3 veces menos). Interesantemente, el
decremento en la expresion inducida por dicho promotor sugirié un posible cambio
en el sitio de inicio de la transcripcion, lo cual corroboramos ya que efectivamente

encontramos que para ese promotor la proporcién de relacién entre el sitio



presuntivo (3’) con respecto al original (5°) se modificO de manera significativa
respecto al resto de los grupos, resaltando un cambio en el sitio de inicio de la
transcripcion. De acuerdo a los resultados anteriores se propone que el sitio olf-1
proximal funge como un regulador negativo del promotor del gen HCRT murino ya
que al deletar dicho sitio, la expresion del gen reportero incrementa
considerablemente, mientras que el sitio olf-1 distal parece ser un regulador
positivo de dicho promotor pues la delecion de dicho sitio disminuye la expresion
de dicho gen reportero.

Para explicar un posible mecanismo de regulacidn transcripcional del sitio olf-1
distal presente en la region promotora del gen HCRT murino de acuerdo a la
disminucién de la expresion del gen reportero y al cambio en el sitio de inicio de la
transcripcion, se realiz6 un ensayo de retardo de movilidad electroforética para
evaluar la posible interaccion entre el sitio distal y el factor de transcripcion ebf2,
demostrando en dicho ensayo que ebf2 se une al sitio olf-1 distal presente en la
region promotora regulando transcripcionalmente la expresion del gen reportero.
El sitio olf-1 distal presente en la region promotora del gen HCRT murino se
localiza dentro del elemento regulador de orexina tipo 1 (OE1), debido a esto
nuestros resultados apoyan lo reportado por Yamamoto y cols. (2002) [44],
delimitando un nuevo sitio que comprueba que OE1 participa como un regulador
positivo del promotor del gen HCRT mediante la union de un nuevo factor de
transcripcion (ebf2) al sitio diana olf-1 distal presente en dicho elemento regulador.
Las diferencias en los efectos vistos entre una linea celular y la otra, podrian
deberse al contexto celular, ya que la linea celular C6, al ser de estirpe neuronal,
de manera normal expresa el promotor del gen HCRT; asi, el efecto observado
podria estar influenciado por proteinas accesorias propias de la linea celular que
participan en la regulacién normal de dicho promotor. Por el contrario, la linea
celular HEK293 de estirpe no neuronal, de manera normal no expresa el promotor
del gen HCRT; por lo tanto, el efecto visto es consistente con el hecho de que no
interfieren otros factores intracelulares en la regulacion del promotor, sino
unicamente las modificaciones genéticas inducidas, dando como resultado el

efecto deseado, el cual no habia sido previamente evaluado en otros estudios.



Aunque ya es bien conocido que el gen EBF2 se expresa durante los periodos de
diferenciacion neuronal del SNC y regula claramente diversos aspectos del
desarrollo neuronal [128], no se entiende como estas funciones se ejecutan ya que
se conoce poco sobre la participacion de este en la transcripcién de genes diana
implicados en el desarrollo neuronal. Este estudio es un primer abordaje sobre la
participacion del factor de transcripcion ebf2 en la regulacion transcripcional del
gen HCRT murino mediante su interaccion con los sitios olf-1 presentes en la
region promotora de dicho gen.

Un detallado sistema de la regulacion del gen HCRT, permitira una mejor
comprension no solo de la participacion de este factor de transcripcion si no la
jerarquia de un conjunto de factores de transcripcion dirigidos a sitios diana
especificos involucrados en su actividad transcripcional, esclareciendo un
mecanismo de biosintesis de la prepro-orexina para una mejor comprension del
desarrollo neuronal en el sistema nervioso con el fin de generar nuevas terapias
dirigidas a dianas potenciales importantes en los trastornos relacionados con el

suefio, la alimentacion y las adicciones.



CAPITULO XI: CONCLUSION.

La prepro-orexina comprende un sistema complejo de expresion dentro del
hipotalamo lateral, cuya importancia radica principalmente en la regulacion del
ciclo de vigilia-suefno, por lo que en el presente estudio se establecié un nuevo
mecanismo de regulacion a nivel transcripcional del gen que codifica dicha
proteina (HCRT), demostrando en un modelo in vitro que los sitios olf-1
considerados dianas para factores de transcripcion de la familia EBF, conservados
en el promotor minimo del gen HCRT murino, participan en la regulacion de la
transcripcion del gen reportero (Lucia), incrementando la actividad promotora del
mismo, y modificando su transcripcion de manera significativa en presencia del
factor de transcripcion ebf2, en lineas celulares de distinto estirpe celular (neuronal
y no neuronal), cuyo efecto es dependiente del contexto celular.

De acuerdo con la hipotesis se concluye que el sitio olf-1 proximal al sitio de inicio
de la transcripcion (TSS), presente en el promotor minimo del gen HCRT murino
participa como un regulador negativo del mismo, mientras que el sitio o/f-1 distal
interviene como un regulador positivo de dicho promotor y es sitio diana para el
factor de transcripcion ebf2, esclareciendo de esta manera un poco mas el
mecanismo de biosintesis de la prepro-orexina en el desarrollo neuronal del

sistema nervioso.



CAPITULO XII: PERSPECTIVAS.

Realizar inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) inicialmente mediante la fijacion
del factor de transcripcion a la region promotora y fragmentacion del DNA
(cromatina), posteriormente realizar la inmunoprecipitacion empleando un
anticuerpo primario dirigido contra el factor de transcripcién ebf2 para evaluar su
sitio especifico de union a la region promotora del gen HCRT, finalmente realizar
la purificacion del DNA (proteinasa K) y el analisis de la secuencia especifica
mediante PCR en tiempo real o microarreglos.

Realizar microarreglos de expresion empleando los estuches para rata y humano
(SureTag DNA Labeling y Lowlnput QuickAmp Labeling, 8x60k, Agilent
Technologies, etc.) para establecer los perfiles de expresion de ebf2 en las lineas
celulares C6/ebf2 y HEK293/ebf2 e identificar interacciones con nuevos genes o
factores de transcripcion reguladores (o regulados) del gen prepro-orexina, para
ello inicialmente se realizara la purificacion del RNA, posteriormente la
construccion de la biblioteca de cDNA, marcaje del cDNA, generacion de cRNA y
finalmente la hibridacion, lavado y escaneo de los microarreglos.

Generar un modelo de ratones knockout, los cuales contendran la delecion del
sitio olf-1 distal (promotor del gen HCRT murino), de manera inicial se disefiara el
constructo de la secuencia deseada incluyendo un gen reportero (fluorescencia), a
partir del blastocito de ratones silvestres se aislaran las células madre (in vitro),
dichas células se combinaran con la nueva secuencia de interés mediante
electroporacioén, las células portadoras de la nueva secuencia se insertaran en un
blastocito de ratén pardo para luego implantarlo en el utero de una ratona
(gestacion), obteniendo ratones quimeras. Se realizaran cruzas de las quimeras
con los ratones silvestres y estos se someteran a cruzamiento enddgamo
(homocigotos para el alelo de interés). Se evaluaran los efectos in vivo de dichos
ratones durante el ciclo de vigilia / suefio mediante electroencefalografia y
electromiografia para finalmente, despues de su sacrificio, evaluar el nUmero de
células orexinérgicas en cortes cerebrales de hipotalamo lateral (fluorescencia) y

compararlo con el de ratones silvestres y ratones (fenotipo narcoléptico).
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CAPITULO XIV: APENDICES

1. Anexo A

Suplementacion de medio DMEM para células HEK-293 y C6

HEK-293
Al medio DMEM 1X (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, DMEM, C6
Caisson Labs, North Logan, UT, Al medio DMEM 1X (Dulbecco’s
EUA) agregar lo siguiente: Modified Eagle Medium, DMEM,
1) 10% SBF. Caisson Labs, North Logan, UT,
2) 1% de antibidticos-antimicéticos. EUA) agregar lo siguiente:
3) 1% de Glutamax 1) 2.5% SBF.
4)1% de aminoéacidos no esenciales 2) 1% de antibioticos-antimicéticos.
(A+G) 3) 1% de Glutamax
4) 1% de aminoacidos no esenciales
Antibiético de seleccion (A+G)
Puromicina (0.5ug/mL)->0.5ul/10 mL
de medio.

Descongelacién de células

1.- Atemperar el vial de células por un minuto

2.- Adicionar 10 ml de medio DMEM (suplementado con SFB) a placas (plastico) de 72 cm?
3.- Verter el contenido del vial con células dentro de la placa, mezclar en forma circular
lentamente.

4.- Colocar las células dentro la incubadora (37°C y 5% de COZ)



Subcultivo

1.- Decantar el medio de las cajas.

2.- Agregar a la caja tripsina y medio DMEM en volumen (1:1),
3.- Al adicionar la tripsina, incubar la caja a 37°C por 5 minutos
4.- Transcurrido el tiempo agregar el medio DMEM (mezclar)
5.- Succionar el contenido de la caja y agregar a un tubo nuevo.
6.- Centrifugar a 65 G (5 minutos).

7.- Decantar el sobrenadante.

8.- Agregar nuevo medio DMEM (resuspender)

9.- Contar las células

10.- Cultivar la cantidad de células requeridas por ml en nuevas placas complementar el

volumen final con medio fresco.

Conteo celular

90 pl de células + 10 yl de azul tripano

No. Células = promedio (4 cuadrantes) X 10 (F.D) X Vf. > Vf=10 mL
No. Células/ml->calcular

Células de interés/mL (1000) = células / pl

Congelacién celular.

1.- Realizar el procedimiento de subcultivo.

2.- Para 1,000,000 de células por vial, agregar 10% DMSO, 90 % SBF (obteniendo un

volumen final de 1 ml).

3.- Congelar las células 1 hora a 4°C, 2 horas a -20°C y posteriormente a -80°C.



2. Anexo B

Transfeccion con lipofectamina
Lipofectamine® Transfection Reagent (ThermoFisher scientific, Invitrogen).

Plasmido (5 ug / yL stock)

Para una reaccion

1.-Un dia antes de la transfeccion sembrar 500,000 células por pozo en una placa de
plastico de 6.

2.-Colocar 97 pL de medio OptiMEM + 3 pL de plasmido D1-pNiFty en un tubo eppendorf
(1 mL) > mezclar.

3.- Agregar 100 yL de medio OptiMEM + 10 pL lipofectamina—> mezclar.

4.- Juntar el contenido de los tubos anteriores y mezclar muy bien con la micropipeta.

5.- Incubar a 37°C la mezcla de los tubos por 30 minutos para la formacion de los
complejos DNA-lipofectamina.

6.-Agregar nuevo medio a cada pozo (2 mL de medio OptiMEM).

7.-Adicionar 200 pL del tubo con los complejos a los pozo que se desean transfectar.

8.- Mezclar en el checker por 5 minutos

9.-Incubar a 37°C por 48 horas.
*Incluir un control negativo que solo contenga el contenido del tubo con 100 yL de medio
OptiMEM + 10 pL lipofectamina (2 ml de medio OptiMEM), asi como un blanco que solo

contenga células y medio OptiMEM (sin lipofectamina).

Antibidtico de seleccion
Zeocina (100 pg/mL)->10ul/10 mL de medio.



Anexo C

Ensayo reportero de luciferasa
Reactivo revelador de ensayo luminiscente QUANTI-Luc (Invivogen, San Diego, CA, USA)

*Preparacion del reactivo QUANTI-Luc.
- Verter el contenido del sobre en un tubo Falcon de 50 mi
- Afadir 25 ml de agua estéril

- Remover el producto hasta que se disuelva.

1.- En placas blancas de 96 pozos sembrar células transfectadas durante distintos
periodos (48 h, 24 h y 3h) diferente niumero de células (20,000; 40,000 y 80,000 células por
pozo) respectivamente para cada periodo (5 repeticiones) en 100 yL de medio DMEM.

2.- En el periodo de las 3 h (80,000 cel/pozo) sembrar también diferente nimero de células
sin transfectar para el establecimiento de una curva estandar (10,000; 20,000; 40,000;
80,000; 160,000) por triplicado.

3.- Transcurridas las 3h de incubacion. Tomar 10 pyL del sobrenadante de cada pozo y
pasar a una nueva placa de 96 pozos.

4.- Agregar a cada pozo 50 pyL de QUATI-Luc.

5.- Inmediatamente registrar la luminiscencia en el equipo Glo-max Discovery de promega.

*Incluir un control negativo sin células que solo contenga 100 yL de medio OptiMEM .



Anexo D
Viabilidad celular (normalizacién de la sefal de luciferasa)

*Preparacion del reactivo CellTiter-Glo®
- Atemperar el reactivo (1h — 5h)
- Agregar el buffer (1 x 10 ml) a la botella color ambar (sustrato) para reconstituir

- Mezclar por agitacion.

1.- En placas blancas de fondo transparente (96 pozos), retirar el sobrenadante de cada
uno de los pozos sembrados en el anexo C y guardar.

2.- Sustituir dicho sobrenadante por nuevo medio fresco DMEM suplementado (100 yL)

3.- Afdadir 100 pL del reactivo CellTiter-Glo® a 100 yL de medio DMEM.

4.-Mezclar la placa en el checker por 2 minutos (inducir lisis celular)

5.-Incubar la placa a temperatura ambiente/10 minutos (estabilizar la sefial luminiscente)

6.-Registrar luminiscencia.
Anexo E

*Recoleccién de células
De cajas de plastico de 72 cm? (duplicados) se decanta el sobrenadante y se obtiene el
pellet de células por raspado. Por cada volumen de células obtenido se le agrega el mismo

volumen de RNA lader en una proporcion 1:1 para conservar el RNAm de las células.
Extraccion de RNA con Purezol

1.- En un tubo eppendorf (1.5ml) se agrega directamente a la pastilla de células con RNA
lader (100 pL) 500 pL de purezol a cada tubo (duplicados) para posteriormente
concentrarlo todo en un mismo tubo (1ml). El contenido se mezcla por pipeteo.

2.- Se incuba 20 minutos a 55°C.

3.- Se incuba 5 minutos a temperatura ambiente.

4.- Se agrega 200 pL de cloroformo y se mezcla por 15 segundos (inversiéon no pipeteo).
5.- Se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente.

6.- Se centrifuga a 12,000 G por 15 minutos 4°C

7.- Se transfiere la fase acuosa a un tubo nuevo eppendorf estéril ya rotulado.



8.- Se afiaden 500 pL de alcohol isopropilico, se mezcla por inversién y se incuba a
temperatura ambiente por 5 minutos.

9.- Se centrifuga a 12,000 G por 10 minutos a 4 °C y se descarta el sobrenadante
cuidadosamente usando la pipeta.

10.- Se lava la pastilla con 1 ml de alcohol etilico al 75% (en este paso se puede hacer alto
y dejar a 4 °C por una semana o a -20 °C por un afio.

11.- Se da vortex a la muestra y se centrifuga a 7500 G por 5 minutos a 4 °C y se descarta
el sobrenadante.

12.- Se deja secar la pastilla por 5 minutos.

13.- Se resuspende la pastilla en 87.5 yL de agua DEPC.

Purificacion del RNA con columna (RNeasy MinElute Cleanup kit (50) Cat. No.74204

14.- Se prepara el Mix DNasa y buffer (Kit Kiagen)

-87.5 pL (RNA resuspendido) + 100 pL de agua libre de nucleasas

-10 uL de buffer RDD

- 2.5 L de solucién stock de DNasa | > Vf (Mix) = 200 yL
15.- Se mezcla todo el mix de DNAsa y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos.
16.- Se agregan 350 pL de buffer RTL y se mezcla (por inversion).
17.- Se afaden 250 pL de alcohol etilico absoluto y se mezcla por pipeteo.
18.- Se transfiere la mezcla (700 yL) a la columna (previamente rotulada) dentro del tubo
de 2 ml, se cierra la tapa de la columna y se centrifuga a 8000 G por 20 segundos. Se
descarta el tubo y se coloca la columna en uno nuevo.
19.- Se afiaden 500 pL de Buffer RPE, se cierra la tapa y se centrifuga a 8000 G por 20
segundos. Se decanta el liquido del tubo y se vuelve a colocar en la columna.
20.- Se anaden 500 pL de alcohol etilico (80%) . Se cierra la tapa de la columna, se
centrifuga a 8000 G por 2 minutos. Se decanta el liquido del tuvo y se coloca nuevamente
en la columna.
21.- Con la tapa abierta se centrifuga la columna dentro del tubo a maxima velocidad
(8000G) por 5 minutos. Se descarta el liquido, se rotulan nuevos tubos (1.5 ml) y en ellos
se coloca la columna.
22.- Se agregan 25 yL de agua libre de RNasas en el centro de columna, se centrifuga por
1 minuto a 8000 G (hacerlo 2 veces), usando el mismo volumen de 25 yL-> desechar la
columna.

23.- Se almacena la muestra a -20 °C.



6. AnexoF

RT-qPCR en 2 pasos

Kit Go Taq Probe 2-Step RT-gPCR System.

Templado de RNA: 1000 ng

Desnaturalizacion de RNA y primers.

1) En hielo combinar el RNA y los primers de la siguiente manera:

Componentes para una reaccion

1X
RNA (1000 ng) -
Primers Oligo dT (0.5 ug/uL) 1L
Primers Random (0.5 pg/pL) 1L
Agua libre de nucleasas -

Vf=7uL

2) Cerrar cada tubo. Colocar los tubos en un bafio maria (70 °C) por 5 minutos. Enfriar en
agua inmediatamente con hielo durante 5 minutos. Centrifugar por 10 segundos los
tubos. Mantener los tubos en hielo.

Alineamiento de primers y sintesis de cDNA

3) Preparar la mezcla de reaccion inversa mediante la combinacion de los siguientes
componentes en tubos de 1.5 mL en hielo:

Componentes para una reaccion

1X
Agua libre de nucleasas 4.9 uL
Buffer de Rx 5X (Go script) 4 uL
MgCl, 1.6 uL
Mix nucleétido PCR 1L
Inhibidor de Ribonucleasa 0.5 yuL
Transcriptasa inversa 1L



Vi=13 pL

Determinar los volumenes necesarios para cada componente. Dar vortex suavemente
y mantener en hielo antes de colocarlos en los tubos de reaccion.

Afadir 13 pL del Mix de reaccion de trasncripcion inversa a cada tubo para PCR (Vf =
20 pL).

Alineamiento. Colocar los tubos en un termociclador a temperatura controlada.

25 °C por 5 minutos.

Extension. Incubar los tubos en el termociclador a 42 °C por 45 minutos (hasta 2 h)
Inactivacion de la transcriptasa inversa. Incubar los tubos en el termociclador a
70°C por 15 minutos.

Almacenar el cDNA a -20 °C.

qPCR

*Reconstitucion de sondas y primers.

Se realiza de acuerdo al Prime Time gPCR Assay Resuspension Protocol atendiendo las

recomendaciones y usando 250 pL de TE (1X) para obtener una concentracién 40 X.

1)

2)
3)
4)

Preparar la mezcla de reaccion mediante la combinacién de la sonda Go taq qPCR,
Master mix, cebadores, sondas de hidrélisis de PCR y agua libre de nucleasas como

se muestra a continuacion:

Componentes para una reaccion

1X
Go taq gPCR 2X (Master mix) 5uL
Primers/sonda 0.25 uL
Templado de cDNA 1L
Agua libre de nucleasas 3.75 pL
Vf=10 pL

Sellar placa, dar vortex y spin por 12 segundos.
Programar el equipo y disenar plantilla.

Correr el ensayo.



7. Anexo G

Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA)
Estandarizacién

Oligos marcados con biotina

1nmol =1000 pM

1 pM = 1000 fM

1) Centrifugar los tubos antes de abrir para concentrar el contenido en el fondo del tubo.

2) Resuspender los oligos en agua estéril.

Concentracion de trabajo (Oligo biotinilado)

6.2 nanomoles en total del duplex marcado—>6200 pM diluir en 620 yL de agua estéril >10
pM->10,000 fM.

Realizar diluciones: 1:10,000; 1:1000; 1:500; 1:100.

Concentracion de trabajo (Oligo no biotinilado)

590.7 nanomoles en total del duplex marcado—>590,700 pM diluir en 590 yL de agua estéril

->1000 pM.

Realizar diluciones: 1:500; 1:100.

PCR punto final

Estandarizacion

Para la amplificacion de los promotores de los plasmidos de interés

1) Resuspensién de primers (1:10) > 13y 11 pM/ yL

2) Resuspension de plasmidos (1:10)> 3 ng/ uL

3) Amplificar con el kit para marcaje (Qiagen)
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Componentes para una reaccion

1X
Buffer PCR 5X 5L
MgCl,25 mM 1.5 L
Fwd primer 1uL
Rev Primer 1L
dNTPs 10 mM 0.5 L
Taq DNA pol 5U/ pL 0.125
DNA (1-10 ng) 3
Agua estéril 12.87 pL

Vf=25pL
Amplificacion con el kit para marcaje (Qiagen)

Componentes para una reaccion

1X
10X PCR Labeling Buffer 2L
Biotin PCR labeling Mix 2 L
Fwd primer 1uL
Rev Primer 1L
Taq. Polimerasa 0.5 pL
DNA (1-10 ng) 3
Agua estéril 10.5 pL

V=20 pL
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Programa de amplificacién

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineamiento 56 °C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 4°C 10 minutos
30 ciclos

Ql Aquick PCR Purification Kit # 28106 (Qiagen)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Afadir 5 volumenes de buffer PB a un volumen del mix de reaccion de PCR (tubo de

2ml)

-Si el color de la mezcla es naranja o violeta, afiadir 10 yL (3M acetato de sodio)
pH 5.0. El color de la mezcla cambia a amarillo.
-Si no cambia de color pues no agregar nada.

Colocar el volumen anterior al centro de la columna QIAquick encontrada dentro del

tubo colector de 2 ml (rotular todo) .

Para unir el ADN a la membrana de la columna, centrifugar por 1 minuto a 13,000 rpm.
-Desechar el fluido terminado y colocar la columna QIAquick de regreso al mismo
tubo.

Para lavar, anadir 0.75 ml de buffer PE a la columna QIAquick y centrifugar por 1

minuto a 13,000 rpm.

-Desechar el fluido terminado y colocar la columna QIAquick de regreso al mismo
tubo.

Centrifugar la columna una vez mas en el tubo colector de 2 m para eliminar el buffer

de lavado residual.

Colocar cada columna en un tubo nuevo de centrifuga (1.5 ml).

Para eluir el DNA,

membrana.

afiadir 50 yL de buffer EB o agua estéril en el centro de la
-Para aumentar la concentracion, afiadir 30 uL del buffer de elucién en el centro.

Dejar la columna en reposo por 1 minuto y después centrifugar por 1 minuto a 13,000

rom.
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9)

La purificacion del DNA puede ser analizado en un gel de agarosa (1 — 1.5 %)
afiadiendo 1 volumen del colorante indicado (Gel red) a 5 voluimenes de DNA
purificado.

-Mezclar la solucién por pipeteo (arriba y abajo). Posteriormente se puede

observar el gel.

Extraccion de proteinas nucleares

Para células adherentes, levantar la cosecha con fripsina y luego centrifugar a 500 g
por 5 mintuos.

Lavar las células resuspendiendo el sedimento celular con PBS.

Transferir 1-10X10° a un tubo de microcentrifuga (1.5 mL) y precipitar mediante
centrifugaciéon a 500 g/2-3 minutos.

Utilizar una pipeta para retirar el sobrendante y desechar, dejando el sedimento celular

lo mas seco posible.

(uL) CERI CERIl (uL) NER
(ML) (ML)

10 100 5.5 50

20 200 11 100

50 500 27.5 250

100 1000 55 500

Dar vortex al tubo (maxima velocidad) por 15 segundos, para resuspender por
completo el sedimento celular. Incubar el tubo en hielo por 10 minutos.

Anadir CER Il (en hielo) al tubo.

Vortex al tubo por 5 segundos (alta velocidad). Incubar el tubo en hielo por 1 minuto.
Dar vortex al tubo por 5 segundos (alta velocidad). Centrifugar el tubo por 5 minutos a
maxima velocidad (16,000 r.p.m)

Transferir el sobrenadante (extracto citoplasmatico) a un tubo claro pre-enfriado,
colocarlo en hielo (almacenar a -80 °C).

Resuspender el sedimento (insoluble) del paso 4 que contiene los nucleos, en NER
enfriado con hielo.

Dar vortex a maxima velocidad por 15 segundos. Colocar en hielo y continuar vortex
por 15 segundos cada 10 minutos (repetir 4 veces).

Centrifugar a maxima velocidad (16,000 r.p.m) en microcentrifuga por 10 minutos.



9) Transferir el sobrendante (extracto nuclear) a un nuevo tubo helado. Colocar en hielo

(almacenar a -80 °C).

Cuantificacién de proteinas

Método Bradford

Estandar BSA (albumina sérica bovina) > 1 mg/ml

Curva de calibracion

Estandares Conc. Final Volumen Agua destilada Reactivo B.
(ng/mL) Estandar (pL) (uL) (RB, pL)

C1 5 10 150 40

C2 10 20 140 40

C3 20 40 120 40

C4 30 60 100 40

C5 40 80 80 40

Blanco - - 160 40

Muestra (1 L) - - 160 40
Volumen final 200

Una vez preparadas las concentraciones necesarias para la curva de calibracion, muestras
problema y blancos en una placa de 96 pozos (triplicado) mezclar por pipeteo, incubar 5
minutos a temperatura ambiente y leer la absorbancia de cada pozo a 595 nm en un lector

de placas.
Determinar el promedio de las absorbancias y crear una curva estdndar mediante

resgresion lineal, obtener la ecuacion de la recta y obtener la concentracion de cada

muestra problema (multiplicar por el factor de dilucion, 200).
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8. Anexo H. Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA)

Ensayo final

Componente Concentracion Reaccién 1 Reaccién 2 Reaccién 3
final
Agua ultrapura - - variable variable
10X Buffer de 1X - 2 uL 2 uL
union
Poly (dI*dC) 50 ng/ L - 1L 1L
1ug/ uL
DNA sin marcar 4 pmol - - variable
(biotina)
Extracto nuclear Sistema - variable variable
(Ebf2) dependiente
DNA marcado 20 fmol variable variable variable
(biotina)
Volumen final 20 uL
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Preparacion del gel de poliacrilamida

Reactivos
Poliacrilamida

Agua destilada

Materiales
Vasos pequefos de precipitado

Cristales para hacer el gel

TBE 1X Sistema de soporte
Persulfato de amonio Espaciadores para ajustar los vidrios
TEMED Tanque de electroforesis
Fuente de poder
Peines
Gel separador Gel concentrador
Agual miliQ estéril 2.85ml 2.25 ml
Poliacrilamida 2.33 mi 0.672 mi
Tris-HCI pH 8.8 1.75 mi 0.98 ml
Persulfato de amonio 56 pL 40 pL
TEMED 7 yL 7.9 uL

106



Instrucciones:

1

2)

3)

Preparar primero el gel separador, al termino de afadir el TEMED mezclar por pipeteo y
colocar inmediatamente sobre el sistema ensamblado hasta la marca previamente
delimitada (afiadir Et-OH al 70% después de la marca para eliminar burbujas), dejar el gel
polimerizando.

Una vez polimerizado el gel separador, remover el Et-OH al 70% (lavar con agua
destilada) y afiadir la mezcla del gel concentrador (mezclar por pipeteo) y colocar el peine
para posteriormente dejar polimerizando dicho gel.

Una vez formado el gel, retirar el peine cuidadosamente y lavar todos los pocillos ya
formados con agua destilada

Electroforesis

iy

2)

3)

4)

5)

Sumergir el sistema con los geles polimerizados en un tanque que contiene buffer de
electroforesis para DNA (TBE 1X). Dicho tanque lleva dos electrodos: uno positivo y otro
negativo (frecuentemente representados por colores rojo y negro, respectivamente) que
seran conectados a una fuente poder.

Cargar las muestras de interés en los pocillos, utilizar o no el colorante de deteccién para
DNA (Gel red 2.5X) diluido en el buffer de carga Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega).
*Incluir marcadores de peso molecular y controles (positivo y negativo).

Una vez finalizada la colocacién de las muestras en cada pocillo del gel, cubrir el tanque
con la tapa y conectar los cables correspondientes de los electrodos en la fuente de
poder.

Encender la fuente de poder y proceder a seleccionar el voltaje (100 V) y correl el gel
durante 80 minutos.

Revelado del gel.

* Pre-run. Realizar la electroforesis pero sin colocar las muestras en los pocillos del
gel, esto para asegurar la eliminacion del persulfato de amonio que pudiera afectar
posteriormente al corrimiento final de las muestras, el tiempo de corrida es de 45 — 60

minutos a un voltaje igual a 100V.



Transferencia del gel a una membrana de Nylon.

6)

7)

8)

Preparacion del buffer de transferencia (TBE 1X)

Montar el sandwich en la base de la cdmara de transferencia semiseca como se muestra
a continuacion:

-Se utilizan 2 papeles filtro (Extra thick)

-Se coloca luego la membrana Z probe (nylon)

-Posteriormente se coloca el gel de poliacrilamida

-Luego se colocan nuevamente 2 papeles filtros (Extra thick)

Finalmente se ensambla la camara de transferencia, se coloca la tapa y conectan los
cables correspondientes de los electrodos en la fuente de poder.

Encender la fuente de poder y proceder a seleccionar el voltajede interés.

-15 minutos a 10 Volts

-10 minutos a 15 volts

-5 minutos a 20 volts

Revelado del gel para comprobar la transferencia.

Entrecruzamiento.

Exposiciéon de la membrana a luz ultravioleta por 15 minutos para fijar el DNA a la membrana.

Revelado de la membrana

Emplear el kit Light Chemiluminiescent EMSA (Thermo Scientific) para la deteccion del DNA

marcado con biotina.

iy

2)

3)

Atemperar el buffer de lavado y bloqueo 4X incluidos en el kit (37 °C — 50 °C) en un bafio
maria (para disolver todo el contenido).

*El buffer de equilibrio se puede usar s 4 °C o a temperatura ambiente.

Para bloquear la membrana se afiaden 20 ml del buffer de bloqueo a un contenedor limpio
y se incuba por 15 minutos con agitacion suave.

Preparar la solucién (conjugado/bloqueo) mediante la adiciéon de 66.7 pL del conjugado
(estreptavidina-peroxidasa de rabano estabilizada) a 20 ml de buffer de bloqueo (dilucion
1:300).
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4)

5)
6)
7)

8)

9)

Decantar el buffer de bloqueo y sustituir por el conjugado (estreptavidina-peroxidasa
estabilizada con buffer de bloqueo) e incubar la membrana en dicha soluciéon 15 minutos
con agitacion suave.

Preparar la solucién de lavado 1X mediante la adicién de 40 ml de buffer de lavado 4 X
con 120 ml de agua ultrapura (10 ml de buffer de lavado y 30 ml de agua).

Colocar la membrana en un nuevo contenedor y afiadir 20 ml de solucién de lavado 1 X.
Repetir el procedimiento 4 veces e incubar por 5 minutos con agitacion suave.

Colocar la membrana en un nuevo contenedor y anadir 30 ml de Buffer equilibrador e
incubar la membrana por 5 minutos con agitacion suave.

Preparar la solucion sustrato de trabajo mediante la adicién de 6 ml de luminol mas 6 ml

de solucién de perdxido estable (solucion potenciadora).

10) Retirar la membrana de la solucién equilibradora de sustrato, secar el borde de la

membrana. Colocar la membrana en un contenedor limpio (verter la solucién del sustrato
de trabajo de modo que se cubra por completo la superficie (boca a bajo). Incubar por 5

minutos. No secar completamente. Exponer a rayos X (2-5 minutos).
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9. AnexoH

Preparacion de reactivos y soluciones.

Buffer Tris-HCI 1.5 M
pH=28.8

Tris base 18.15 g > 100ml)

H20 desionizada =80 mi
Ajustar pH 8.8 (HCL)

Completar con H20->Vf = 150 ml

TBE 10X (1Lt)

108 g Tris base

55 g acido bodrico

40 ml de EDTA (pH 8.0) disolver todo en 800 ml de H,O
Agua desionizada->vf = 1000 ml

*facilitar la disolucion con plancha de agitacion.
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