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RESUMEN

El transporte vesicular es importante para la entrega de proteinas como los transportadores de
glucosa de la familia GLUT, este transporte vesicular estd formado por un complejo de proteinas
llamado COPII que forma parte de la via anterdgrada por la cual las proteinas cargo son
transportadas a las distintas partes de la célula. Una de las proteinas que conforman a COPII es
Cornichon que es un receptor de proteinas cargo que interactiia con las proteinas a transportar.
GLUTTI es el transportador por el cual los linfocitos T pueden integrar la glucosa al interior de la
célula, para poder llevar a cabo su metabolismo y asi madurar, diferenciarse y activarse. Los
linfocitos T estan muy ligados con la enfermedad de la diabetes debido a que su metabolismo
depende en gran parte de la glucosa y poseen lineas de células encargadas al apoyo y reparacion

de las células Beta.

La interaccion de estas dos proteinas como lo son GLUT y CNIH permite entonces la correcta
localizacion de GLUT1 en la membrana plasmatica desde donde realizara el transporte de
glucosa de manera adecuada. En nuestro estudio pudimos observar que existe una débil
interaccion entre MmCNIH1 y MmGLUT1 mediante una analisis de ensayo mbSUS. Con ayuda
de analisis filogenéticos se observd las relaciones filogenéticas que existentes entre los
homologos de la proteina CNIH y mediante el establecimiento de un modelo murino diabético
realizamos un andlisis de PCR en tiempo real para ver bajo la condicion de diabetes como se
expresaban los genes de la familia cornichon, mostrando que CNIH2 tiene cambios en su

expresion génica que dependen del nivel de glucosa en sangre.

Todas estas observaciones nos permiten establecer un estudio para evaluar la expresion de los
diferentes miembros de la familia Cornichon y como estos estan relacionados en el transporte de
proteinas que pueden estar estrechamente relacionadas con procesos metabolicos, de enfermedad

0 respuesta inmunitaria.



1. INTRODUCCION

El sistema inmune es el mecanismo que tiene el cuerpo para defenderse de los agentes
infecciosos externos, esta linea de defensa consta de dos partes principales, el sistema inmune
innato y el sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato (natural) se denomina asi porque
es congénito y representa la primera linea de defensa celular de nuestro cuerpo y estd formado
por monocitos (que se desarrollan en macrofagos), neutréfilos, eosinofilos, basofilos y células
NK (linfocitos citoliticos naturales). Cuando el sistema inmune innato falla en la eliminacion del
patdégeno, entra en accion el sistema inmune adaptativo, que se encuentra constituido
principalmente de células linfoides como lo son los linfocitos T y B. Los linfocitos T tienen dos
lineas celulares con diferente funcion, las cudles son los linfocitos T CD8+ (citotdxicos) y los
CD4+ (auxiliares), cada uno apoya a la respuesta inmune de diferente modo. Para poder realizar
esta diferenciacion, proliferacion y funcion de las células es necesario glucosa, el cual sirve como
macronutriente para la activacion, diferenciacion y proliferacion de estas células, los linfocitos T
presentan en su membrana transportadores de glucosa (Glutl) para poder captar glucosa desde
del medio externo y llevar a cabo el proceso de glucoélisis en el citosol. El transito que las
proteinas GLUT1 realizan desde el Reticulo Endoplasmico hacia el aparato de Golgi se le conoce
como la ruta anterograda y se ha reportado que este trafico vesicular emplea el complejo proteico
COPII, en el que participan proteinas como Cornichon (CNHI) que son receptores cargo de
diferentes tipo de proteinas, como por ejemplo en el transporte de glucosa o factores de
crecimiento. El objetivo de este proyecto es evaluar la posible interaccion entre CNIHI y el

transportador de glucosa GLUT]1 de raton.



2. MARCO TEORICO

2.1 Trafico Vesicular

El trafico vesicular eucariota es responsable del suministro de una enorme variedad de proteinas a
su ubicacion celular adecuada y es esencial para la funcion celular y el desarrollo multicelular.
Las proteinas secretoras nacientes se traducen y se pliegan en el Reticulo endoplasmatico y luego
se empaquetan en vesiculas COPII a través de su unidn a receptores cargo que se unen a su cargo
(proteina especifica a transportar) para su transporte a los compartimentos ERGIC
(Compartimento intermedio del Reticulo endopldsmico-Golgi,) y Aparato de Golgi. (Fig.1)
(Dancourt & Barlowe, 2010).
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Figura 1: Trafico Vesicular
El Reticulo Endoplasmadtico es donde se originan las proteinas que requiere la célula, estas son transportadas rumbo a
Aparato de Golgi (AG) por las vesiculas COPII de manera anterégrada y antes de llegar al AG la vesicula COPII se
desensambla parcialmente y fusionan con proteinas del citoplasma y forman un compartimiento llamado ERGIC
para finalmente llegar a AG.

2.2 Reticulo endoplasmatico

El Reticulo Endoplasmico (RE) es el sitio de sintesis de proteinas secretadas y de membrana. Hay
dos tipos de reticulo endoplasmatico: rugoso y liso. El Reticulo Endoplasmatico rugoso (RER),
cuya superficie citoplasmatica tiene moléculas receptoras para ribosomas y particulas de
reconocimiento de sefial (conocidas como riboforinas y proteinas de acoplamiento,

respectivamente), estd en continuidad con la membrana nuclear externa. La funcién del RER



consiste en la sintesis y la modificacidon de proteinas que tendran que empaquetarse , asi como en
la sintesis de lipidos y proteinas de membrana. Las proteinas que necesitan ser transportadas al
aparato de Golgi se exportan desde el RE a través de las vesiculas tipo COPII y las proteinas que
requieran para viajar de regreso al RE desde el Golgi se transportan en vesiculas COPI (Aviram,

et. al, 2016).
2.3 Sistema COPII

La exportacion de cargos depende en gran medida del complejo proteico COPII que se ensambla
en el Reticulo Endoplasmatico. Las vesiculas COPII sirven como portadores celulares para
reclutar proteinas cargo de la membrana del RE y parten hacia el aparato de Golgi, en ruta a sus
destinos finales para procesos celulares adecuados (Li, et al, 2016). De manera resumida, los
procesos de exportacion mediados por COPII en el RE son iniciados por SEC12 que es una

proteina transmembranal, que activa a la GTPasa para SAR1.(Brandizz, 2017).

La forma de ensamblaje de COPII inicia con Sarl que es una pequena GTPasa relacionada con
Arf y es el actor central en la regulacion de la formacion de vesiculas COPII en el RE. El
reclutamiento especifico y eficiente de Sarl a la membrana del RE se logra mediante su afin GEF
Secl2, que es una proteina de membrana integral residente en RE, Cuando se une a GTP, Sarl
sufre un cambio conformacional en sus regiones de interruptor I / Il que expone una hélice alfa
anfipatica N-terminal (Bi, et. al., 2002). Esta hélice se incrusta en la bicapa lipidica a través de
interacciones de residuos hidrofobos con grupos fosfolipidos. En la membrana, Sar1-GTP puede
reclutar Sec23 / 24 a través de una extensa interfaz de union con Sec23 que representa ~ 20% del

area de superficie de Sarl (Bi, et. al., 2002).

El reclutamiento de Sarl a la membrana del RE es seguido por el complejo heterodimérico Sec23
/ Sec24. Sec23 / 24 forma un complejo con una superficie concava opuesta a la membrana que
puede impartir curvatura a la membrana subyacente o simplemente promover la uniéon compleja a
membranas ya curvadas. Una interfaz de interaccion extensa entre Sec23 y Sarl probablemente
impulsa el reclutamiento de Sec23 / 24, con una afinidad adicional probablemente contribuida
por interacciones electrostaticas entre los residuos basicos que recubren la cara concava de Sec23

/ 24 y los fosfolipidos acidos en el RE( (Bi, et. al., 2002). La unién de Sec31 a Sec23 y Sarl a
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través de un bucle no estructurado extendido de Sec31 reorienta este residuo de arginina para
mejorar aun mas la actividad de GTPasa de 4 a 10 veces mas que Sec23 / 24 solo (Antonny, et.

al., 2001).

Después de la formacion del complejo previo a la gemacion, el complejo Secl3 / Sec31 se une,
formando la capa exterior de la capa COPII (Matsuoka, et. al. 2001). La propension, de Sec13 /
31 a autoensamblarse en una estructura esférica similar a una jaula sugiere un papel para la capa
externa tanto en la recoleccion de los complejos de la capa interna subyacente para organizar la

vesicula como en la conduccidn de la curvatura durante la polimerizacion (Stagg, et. al., 2006).

Aunque los tres complejos de proteinas mencionadas anteriormente representan la maquinaria
minima para la funcionalidad de COPII, hay componentes adicionales que también participan en
este proceso. Hay numerosos factores y accesorios responsables de modular el reclutamiento de
la capa y el transporte de COPII (D'Arcangelo, et. al, 2013), como por ejemplo Sec 16 que es una
gran proteina de multiples dominios que se asocia periféricamente con la membrana del RE y es
esencial para la exportacion del RE in vivo (Watson, et. al, 2006). Se localiza en el Sitio de salida
del RE (ERES) que son sitios de rapida renovacion de vesiculas COPII y es fundamental para el
mantenimiento de estas estructuras (Hughes, et. al, 2009). Secl6 interactua fisicamente con
todas las proteinas de la cubierta de COPII, asi como con las proteinas de la membrana del RE
Secl2 y tiene una vida Util mayor en las membranas del RE que otros componentes de COPII.
Secl6 puede impedir la actividad GTPasa de la cubierta COPII completa in vitro, lo que implica
que esta proteina puede regular la formacion de vesiculas COPII controlando la actividad Sarl

(Yorimitsu & Sato, 2012).

Sec 12 ayuda en el reclutamiento de Sarl a la membrana del RE a través del intercambio de GTP
(nucleodtidos de guanina), las investigaciones recientes han ampliado la comprension de la
actividad catalitica de Sec12 y su localizacion dentro del RE en varias especies, las cuales pueden

regular eficazmente la biogénesis de vesiculas COPII (McMahon, et. al, 2012).



Receptores cargo adicionales: los receptores cargo candnicos funcionan simplemente para enlazar
las moléculas de carga lumenales a la maquinaria de la cubierta de vesiculas para asegurar una
captura eficiente en las vesiculas nacientes. Erv14 es una proteina cargo, que media en el trafico
de multiples proteinas cargo solubles, (Belden & Barlow, 2001) y su ortdlogo en metazoa,

Cornichon (Hwang, et. al, 1999) .

2.4 Reclutamiento de proteinas cargo para vesiculas COPII

Una proporcion sustancial de todas las proteinas eucariotas atraviesa la via secretora en ruta hacia
sus destinos finales intra o extracelulares. Denominadas colectivamente como "proteinas cargo",
esta clase de proteinas no solo se limita a las proteinas solubles secretadas, sino que también
incluye todas las proteinas que se clasificaron a lo largo de la via secretora y eventualmente
residirdn en el complejo de Golgi, los compartimentos lisosomal o endosomal, o la membrana
plasmatica. Las proteinas correctamente plegadas y ensambladas salen del RE en vesiculas del

complejo proteico de cubierta II (COPII) (Baines and Zhang, 2007).

Con base al conocimiento actual generado, las proteinas cargo que se reclutan selectivamente
para las vesiculas se pueden dividir en dos categorias amplias: las que se unen directamente a los
componentes de la capa COPII y las que requieren adaptadores o receptores especificos para
unirse a vesiculas COPII. El primer grupo comprende proteinas que atraviesan la membrana del
RE porque deben ser accesibles a las proteinas citosolicas de la cubierta de COPII. Las proteinas
cargo transmembranales que se unen a COPII pueden, a su vez, servir como receptores cargos
para la segunda clase de cargo, que incluye proteinas tanto solubles como transmembranales.
Estudios realizados en el 2002 por Miller y colaboradores demostraron que Sec24 es el
componente principal de COPII que interactia con las proteinas cargo transmembranales a través
de sus dominios citosolicos. También hay evidencias de que Sarlp participa en las primeras
etapas de la seleccion de cargo transmembranales, y las interacciones entre las proteinas cargo y
Sarlp podria restringir atin més la biogénesis de vesiculas a las regiones de la membrana del RE

en las que se concentran las proteinas cargo (Aridor, et al., 2001).



Se cree que muchas proteinas secretoras dependen de los receptores cargo transmembrana para el
transporte eficaz del reticulo endoplasmico (RE) a Golgi. Los receptores cargo permiten clasificar
al cargo que no puede unirse directamente Sec23 / 24, o tambien ejerce sobre el cargo un control
de calidad o regulacion para su salida del RE. (Herzig, ef al/, 2012). De manera interesante las
vesiculas COPII ajustan el tamano del contenedor de transporte de acuerdo al tamafio de la carga

a transportar (Stagg, et.al., 2008).

El contenido de las vesiculas COPII se desensambla parcialmente y fusiona con proteinas del
citoplasma para formar el compartimento intermedio RE-Golgi (ERGIC), una estructura ubicada
entre el RE y el Golgi que es exclusiva de las células eucariotas superiores. El ERGIC o complejo
tubular vesicular (VTC) el cudl es responsable del transporte de la proteina cargo al complejo de
Golgi a lo largo de microtubulos. Tal ERGIC estacionario seria un sitio principal de clasificacion
anterdgrada y retrograda que estd controlada por proteinas de la cubierta, GTPasas Rab y Arf, asi
como complejos de anclaje, SNARE y redes citoesqueléticas. El ERGIC también contribuye a la
concentracion, plegamiento y control de calidad de proteinas recién sintetizadas.

(Appenzeller-Herzog & Hauri, 2006).

Para unirse ciertas proteinas a la vesicula COPII es necesario de receptores cargo canonicos para
el transporte de la ruta anterograda del trafico vesicular, ejemplo de estas es la familia Cornichon

que presenta varios ortdlogos en diferentes organismos.

2.5 Familia Cornichon (CNIH)

Las proteinas denominadas como Cornichon (CNIH) se han considerado receptores de cargo, y
son una familia conservada de proteinas entre eucariotas, posiblemente asociadas a la membrana
(Hwang, et. al, 1999). CNI (el nombre que recibié en Drosophila melanogaster ) es un ortdlogo
de CNIH y es la primer proteina caracterizada de esta familia de proteinas (Bokel, et. al.,
2005), se describio por primera vez en un mutante de D. melanogaster por Ashburner y

colaboradores en 1990 (Fig.2).
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Figura 2: Modelo de la topologia de la membrana con CNHI
CNIH presenta tres dominios transmembranales, su extremo N terminal hacia el citoplasma y su extremo C terminal
hacia su medio extracelular.

Posteriormente Belden y Barlowe en 1996 la identificaron como una proteina hidrofobica integral
de membrana de vesiculas derivadas de RE recubiertas por COPIIL. Esta familia de proteinas
también ha sido estudiada en levaduras, animales y plantas. Erv14, es el nombre que recibe
CNIH en S. cerevisae, es un receptor cargo de las vesiculas del complejo COPII que participan en

la via secretora celular temprana (Li, 2017). En mamiferos esta proteina presenta 4 homologos.

2.6 Familia de CNIH en Mus musculus
Se han reportado cuatro homdlogos de cornichon que se expresan de manera diferente en drganos
del raton a través del Atlas de expresion (https:/www.ebi.ac.uk/gxa/home). En la Tabla 1
elaborada durante el desarrollo de esta tesis se muestran los niveles de expresion de cada uno de
los cornichones en los diferentes tejidos de Mus musculus, se observa que CNHII muestra un

nivel medio de expresion en el timo.


https://www.ebi.ac.uk/gxa/home

Tabla 1. Cornichon y sus niveles de expresion en distintos organos y tejidos de Mus
musculus haciendo enfasis en el tejido a estudiar (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home)

rifién, pancreas, bazo,
testiculo, musculatura

y tejidos
registrados*

e
Cornichon Alta Media Baja Por debajo del limite
de expresion
Encéfalo, tejido | Encéfalo, higado,
adiposo marron, corazén, bazo, -
Cnih 1 higado, corazén, bazo, co@on, t?Jldo 08¢0,
rinén,  musculatura, tlmo’, ST,
, pulmoén, mucosa,
pancreas , .
testiculos, piel,
traquea
Encéfalo Colén, médula Tejido d6seo, glandulas endocrinas, Bazo, organo de Ia
espinal higado, corazén, bazo, timo, | vejiga, glandula
riiéon,  musculatura, pulmodn, | exocrina
pancreas, gonada, ovarios,
. testiculos, placenta, lengua, globo
Cnih 2 p : g g
ocular, piel, estdomago, arbol
traqueobronquial
- Encéfalo Colon, intestino, glandula Pancreas
Cnih 3 mamaria, pulmoén, piel, médula
espinal
Cnih 4 Higado, corazon, | Todos los 6rganos Cerebro

* Organo de la vejiga, cerebro, colon, tejido conectivo, glandula endocrina, glandula exocrina, corazon, 6rgano inmunolégico,
intestino, rifién, higado, pulmoén, mucosa, musculatura, glandula oral, pancreas, 6rgano reproductivo, estructura reproductiva,
organo de sentido, elemento esquelético, piel, médula espinal, bazo, estdmago, lengua, arbol traqueobronquial.



2.7 Timo

El timo es un oOrgano linfoide primario y el sitio inicial para el desarrollo de la funcion
inmunologica de las células T, es morfoldgicamente similar en todas las especies. Es un 6rgano
epitelial en el que sus células epiteliales proporcionan un marco que contiene células T, asi como
un numero menor de otras células linfoides (Pearse, 2006). El timo es el primero de los 6rganos
linfoides en formarse y crece considerablemente después del nacimiento en respuesta a la
estimulacion antigénica posnatal y la demanda de un gran nimero de células T maduras. Los
factores genéticos también influyen en la edad de aparicion, la tasa y la magnitud de la funcion
inmunologica dependiente del timo. En ratas y ratones, el timo alcanza su tamafio méximo en la
madurez sexual que es entre la quinta y séptima semana, luego involuciona gradualmente (Pearse,

20006) .

El timo de los mamiferos se encuentra en el mediastino pericardico, anterior a los vasos
principales del corazon y ventral a la base del corazén y el arco adrtico, con extension variable de

uno o ambos lobulos hacia la region cervical en la rata (Haley, 2003).

El timo es un oOrgano linfoide primario, las células progenitoras derivadas de la médula 6sea
experimentan diferenciaciéon / maduracidon, dentro del microambiente timico, para formar el

repertorio funcional de células T (Pearse, 2006).

Los linfocitos T y B forman parte del sistema inmune adaptativo. Se divide en Inmunidad
humoral mediada por linfocitos B productores de anticuerpos e Inmunidad celular mediada por
los linfocitos T que se diferencian en el timo y producen citoquinas. El linfocito T segun sea
CD4+ o CD8+ producen diferentes patrones de citoquinas y por tanto tienen diferentes funciones

(Salazar-Torres y Avila-Gamboa, 2014).
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2.8 Células T: generacion, activacion, diferenciacion, maduracion y accion

Los protimocitos migran desde la médula ésea, ingresan al timo a través de la vasculatura en la
union corticomedular y pasan por 4 etapas de maduracion, a medida que pasan de la zona
subcapsular a través de la corteza hasta la médula y finalmente ingresan a la circulacion como
células T periféricas maduras. Durante la migracion intratimica, las células T en desarrollo
(timocitos) proliferan y se diferencian, lo que da como resultado cambios en el tamafio celular y
la expresion de antigenos de diferenciacion y receptores de interleucina. El cambio fenotipico va
acompafiado de un reordenamiento del gen del receptor de células T (TCR): necesario para la
expresion de los receptores de células T de superficie y la generacion de la competencia de las

células T.

En la zona cortical se agrupan densamente la mayoria de los timocitos en fase de proliferacion,
mientras que en la médula se ubican los inmunocompetentes. (Yan et al., 2017).

La activacion de las células T se acompafia de cambios secuenciales en la expresion de varios
genes durante varios dias e implica multiples vias de senalizacion (Crabtree, 1989). La
estimulacion de las células T se inicia mediante la interaccion de los receptores de células T
especificos de antigeno (TCR) con péptidos antigénicos unidos a MHC presentados en la
superficie de las células presentadoras de antigeno (APC), pero la respuesta proliferativa
completa de las células T requiere senales coestimuladoras adicionales que son proporcionados

por la interaccion de proteinas expresadas en la superficie de las células T y APC (June, 1991).

2.9 El metabolismo de la glucosa en la activacion, funcion y diferenciacion de células T.

Tras la maduracion en el timo, las células T CD4 + virgenes recirculan entre la sangre y los
organos linfoides secundarios. La quiescencia inmune de las células T virgenes se acompana de
un metabolismo catabdlico, caracterizado por la descomposicion de glucosa, acidos grasos y
aminoacidos para generar metabolitos intermedios, que ingresan al ciclo del TCA mitocondrial
(Wang et al., 2011). La interconversion de metabolitos en el ciclo del TCA genera energia y
equivalentes reductores, que posteriormente ingresan a la via de fosforilaciébn oxidativa

aumentando efectivamente la produccion de ATP. La inactividad de las células T virgenes se
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interrumpe cuando el receptor de células T (TCR) se acopla con un complejo antigeno especifico
/ MHC de clase II que se muestra en la superficie de las células dendriticas, al mismo tiempo que
el receptor CD28 reconoce las moléculas coestimuladoras. Estas dos sefiales desencadenan la
activacion de las cé€lulas T, la secrecion de IL-2, la proliferacion celular denominada expansion
clonal y su diferenciacion en un fenotipo efector. Estos cambios en el estado de activacion de los
linfocitos T CD4 + no solo requieren energia, sino también una mayor demanda de precursores
metabolicos para la biosintesis de proteinas, acidos nucleicos y lipidos para impulsar la expansion
clonal y la posterior diferenciacion en células efectoras. Por lo tanto, la activacion eficiente de las
células T requiere cambios profundos en el metabolismo celular (Bauer et al., 2004; Frauwirth et
al. 2002). La generacion de energia a través del ciclo del TCA y la fosforilacion oxidativa se
interrumpe y se cree que es reemplazada por la glucdlisis, en la que la glucosa se convierte en
lactato en el citosol, incluso cuando hay suficiente oxigeno disponible para realizar la

fosforilacion oxidativa (Fox et al., 2005; Jones & Thompson, 2007).

Aunque es menos eficiente en términos de produccion de energia, la glucdlisis aerdbica genera
intermediarios metabolicos que se utilizan en las vias anaboélicas necesarias para mantener el
crecimiento celular y producir células hijas. Sin embargo, mas recientemente se ha desafiado el
dogma de que las células T CD4 + simplemente cambian de un metabolismo oxidativo a
glucolitico. Cao y sus colegas demostraron que la fosforilacion oxidativa se induce fuertemente
durante la activacion de las células T CD4 + (Cao et al., 2014). Al comparar las células T CD4 +
y CD8 +, los investigadores demostraron que estas células utilizan estrategias metabdlicas
distintas para satisfacer sus demandas funcionales. Después de la activacion, las células T CDS8 +
tenian un flujo glucolitico mas alto que las células T CD4 +. Por otro lado, las células T CD4 +
también indujeron la glucdlisis tras la activacion, pero tuvieron mayor contenido mitocondrial y
metabolismo oxidativo que las células T CD8 +. Se subraya la importancia de la glucoélisis y el

metabolismo oxidativo en la activacion de las células T (Cao et al., 2014).
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La glucosa se transporta a las células T a través del transportador de glucosa 1 de alta afinidad
(Glutl) que es el principal transportador de glucosa en las células T (Wieman et al., 2007;

Wofford et al., 2008; Palmer et. al, 2015;).

2.10 Glutl en la activacion de células T

La proteina GLUT1 es codificada por el gen Slc2al en raton y en humano, y se localiza en los
eritrocitos, la barrera hematoencefilica, el cerebro, la placenta, el rifion (Stanirowski, et al., 2017)
y linfocitos T (Macintyre et. al., 2014). A través de un paso de limitacion de velocidad catalizado
por hexoquinasa, la glucosa queda atrapada dentro de las células donde se metaboliza a través de
la glucdlisis. Durante este proceso, cada molécula de glucosa se descompone en piruvato con una
produccion neta de dos moléculas de ATP. La mayoria de las células T no proliferativas y
diferenciadas terminalmente, como las células T virgenes y de memoria, oxidan completamente
el piruvato a través de la ciclo del acido tricarboxilico (TCA) para generar NADH y FADH2 que
alimentan la fosforilacion oxidativa produciendo 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa.
Cuando se activan las células T, el piruvato se transforma en lactato regenerador de NAD + que

posteriormente activa reacciones glucoliticas (Palmer et. al, 2015).

La activacion de las células T CD4 conduce a la proliferacion y diferenciacion en células
efectoras (Teff) o reguladoras (Treg) que median o controlan la inmunidad. A pesar de la
expresion de multiples transportadores de glucosa, la deficiencia de Glutl altera selectivamente el
metabolismo y la funcion de los timocitos y Teff. La deficiencia de Glutl impide el aumento de la
captacion de glucosa, la glucdlisis, el crecimiento, la proliferacion y la disminucion de la

supervivencia y diferenciacion de Teff. (Herzig et al, 2012).
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2.11 Transporte de glucosa

El transporte de la glucosa a través de la membrana celular se lleva a cabo por dos familias de
proteinas de membrana: los transportadores de glucosa acoplados a sodio (SGLT) y las proteinas
facilitadoras del transporte de glucosa (GLUT). Los primeros se expresan principalmente en
epitelios que se encargan de la absorcion y de la reabsorcion de nutrientes, esto es, el epitelio del
intestino delgado y el epitelio tubular renal respectivamente. Los GLUT se expresan en todas las
células del organismo y permiten mover la glucosa de un compartimiento a otro (Castrejon et al,

2007).

Sitio gl'\cosi\aci()n
Extracelular

NH2 Sitio de reconocimiento de

la gluosa COOH

Intracelular

Figura 3: Estructura hipotética de los GLUT.
Se componen de 12 regiones transmembranales (RTM), conectadas por lazos hidrofilicos. Las terminaciones amino y
carboxilo se encuentran en la parte citoplasmatica

En la Tabla 2 se observa a la familia de los transportadores GLUT, en la cual se han descrito 14
(Mueckler & Thoren, 2014). Los GLUT (Fig. 3) transportadores uniporte; transportan la glucosa
a favor de su gradiente de concentracion al interior de la célula (Machado-Olano et. al. 2019).

14



Transportador Transporta Km Localizacion tisular
GLUT1 Glucosa 'y 2 mM eritrocitos, células endoteliales del cerebro,
(SLC2A1) galactosa neuronas, rifidn, linfocitos
GLUT2 Glucosa 17 mM células B pancreaticas, higado, rifion,
(SLC2A2) intestino delgado
GLUT3 Glucosa 'y 2 mM sistema nervioso central, placenta, higado,
(SLC2A3) galactosa rifion, corazon, linfocitos
GLUT4 Glucosa 5mM tejidos sensibles a la insulina, linfocitos
SLC2A4)
GLUTS Fructosa 10 mM intestino delgado, testiculo, rifidon
(SLC2A5)
GLUT®6 Glucosa 5 mM cerebro, bazo, leucocitos
(SLC2A6)
GLUT7 Glucosa 'y 0.3 mM y 0.06 mM intestino delgado, colon, testiculo, préstata
(SLC2A7) fructosa
GLUTS Glucosa 2 mM testiculo y tejidos dependiente de insulina
(SLC2AS8)
GLUT9 Fructosa no descrita rifién, higado, intestino delgado, placenta,
(SLC2A9) pulmones, leucocitos
GLUT10 Glucosa 0.3 mM higado, pancreas
(SLC2A10)
GLUTI1 Fructosa 'y alta afinidad a fructosa y baja corazén, musculo esquelético, rifion, tejido
(SLC2A11) glucosa afinidad a glucosa adiposo, placenta, pancreas
GLUTI12 Glucosa alta afinidad a glucosa musculo esquelético, tejido adiposo, intestino
(SLC2A12) delgado
GLUTI3 Mioinositol 100 pM cerebro
(SLC2A13) acoplado a H+
GLUT14 Glucosa Alta afinidad a glucosa testiculo
(SLC2A14)

Tabla 2. Familia de transportadores GLUT, (Castrejon et al, 2007)
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2.12 Modelo de diabetes de raton

Para realizar un estudio de la expresion génica de CNIH mediante un analisis de PCR en tiempo
real, para trabajar con una condicién de glucosa alta en sangre, hay numerosos modelos
biologicos en animales que reproducen varias de las manifestaciones clinicas de la diabetes
mediante diversos  métodos, entre los cuales se destaca la induccion quimica con
estreptozotocina (STZ) en roedores. Este farmaco provoca la destruccion selectiva de las

células B de los islotes pancreéticos, Unica fuente de insulina en el organismo.

La sensibilidad al fArmaco puede variar segin la cepa, el sexo, la edad, el estado nutricional y,
por supuesto, la especie animal. El momento, la dosis y la via de administracion resultan
determinantes para el tipo de diabetes que se desee inducir. En la rata adulta la inoculacioén
de diferentes dosis de este agente causa una deficiencia casi total de insulinay, por lo tanto,

niveles elevados de hiperglucemia que simulan la diabetes de tipo 1.

Entre los farmacos conocidos que inducen la diabetes experimentalmente este agente es el mas
utilizado por su mayor estabilidad y efectividad con respecto a otros. Es un antibidtico
derivado de Streptomyces achromogenes que se emplea, ademés, como antineopldsico por su
accion citotoxica altamente selectiva para las células B de los islotes pancreaticos (Bequer et. al,

2016).

Dado que STZ es un donante de o6xido nitrico (NO) y se descubrid que el NO provoca la
destruccion de las células de los islotes pancreaticos, se propuso que esta molécula contribuye al
dafio del ADN inducido por STZ (Kroncke et al. 1995, Morgan et al. 1994). . Sin embargo, STZ
no es un donante espontaneo de 6xido nitrico (Kroncke et al. 1995). Esta molécula se libera
cuando STZ se metaboliza dentro de las células, pero la NO sintasa no es necesaria para este
efecto (Kroncke et al. 1995). Sin embargo, los resultados de varios experimentos proporcionan la
evidencia de que el NO no es la inica molécula responsable del efecto citotoxico de STZ. Se
encontrdé que STZ genera especies reactivas de oxigeno, que también contribuyen a la
fragmentacion del ADN y evocan otros cambios deletéreos en las células (Takasu et al. 1991b,
Bedoya et al. 1996). La formacion de aniones superdxido resulta tanto de la accion de STZ en las

mitocondrias como de una mayor actividad de la xantina oxidasa. Se demostré que STZ inhibe el

16



ciclo de Krebs (Turk et al. 1993) y disminuye sustancialmente el consumo de oxigeno por parte
de las mitocondrias (Nukatsuka et al. 1990b). Estos efectos limitan fuertemente la produccion de
ATP mitocondrial y provocan el agotamiento de este nucleotido en las células B (Nukatsuka et al.
1990b, Sofue et al. 1991). La desfosforilacion de ATP aumentada, aumenta el suministro de
sustrato para la xantina oxidasa (las células B poseen una alta actividad de esta enzima) y mejora
la produccion de acido turico, el producto final de ATP. Luego, la xantina oxidasa cataliza la
reaccion en la que se forma el anidon superoxido (Nukatsuka ez al. 1988). Como resultado de la
generacion del anion superdxido, se forman peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo
(Nukatsuka et al. 1990a, Takasu et al. 1991b). Las especies de NO y oxigeno reactivo pueden
actuar por separado o formar el peroxinitrato altamente toxico (ONOO). Por lo tanto, los
antioxidantes intracelulares o eliminadores de NO atentan sustancialmente la toxicidad de STZ.
El dafio del ADN inducido por STZ activa la poli ADPribosilacion (Sandler y Swenne 1983).
Este proceso conduce al agotamiento del NAD + celular, una mayor reduccion del contenido de
ATP (Heller et al. 1994) y la posterior inhibicion de la sintesis y secrecion de insulina (Nukatsuka

et al. 1990).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Cornichon en Linfocitos T

Para identificar genes inducidos durante la fase temprana de activacion de células T en respuesta
a aloantigenos Utku y colaboradores en 1999, realizaron un analisis de la expresion de ARNm
utilizando una linea de células T humanas alostimuladas, identificando después de la tercer
aloestomulacion, un fragmento de ADNc de 207 pb, que se incremento significativamente 24 h
después de la estimulacion. Este ADNc se denomin6 molécula 77 asociada al crecimiento de
células T (TGAM77), correspondiente a un mensajero completo de 1396 pb, que codifica una
proteina de 134 aminoacidos que comparte un 63% de homologia con la proteina cornichon (cni)
de Drosophila melanogaster. Para examinar la regulacion positiva de TGAM77 con mas detalle,
se utilizd la Retrotranscriptasa (RT), usando RNA a diferentes tiempos utilizando oligos
especificos de TGAM77 (Fig. 4). La regulacion positiva de TGAM77 se observd a las 3 h
después de la estimulacion de los linfocitos, lo que indica que la expresion de TGAM77 es un

evento temprano en la estimulacion de células T.

24 h

 C
sl L) Y =0
[ |

el € TGAMT77

«— GAPDH

Figura 4: Anélisis de expresion por RT-PCR semicuantitativo de linfocitos estimulados.
En el estudio estimularon linfocitos humanos con rIL-2 y se aislé el ARN (0), y después de 3, 6 y 24 h, se sintetizo
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el ADNc y se amplifico por PCR con oligos de TGAM77. La expresion de glicerol aldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) sirvié como indicador para la carga de cada pocillo con cantidades iguales de ADNc

3.2 Expresion de TGAM77 en tejidos humanos

La expresion de TGAM77 se observo en varios tejidos humanos (Fig. 5). La expresion de
TGAMT77 variaba dependiendo del tejido, mostrando una mayor expresion en el bazo, apéndice,
cerebro, médula d6sea y linfocitos de sangre periférica, y una expresion mas baja como nddulo

linfatico, higado fetal y timo (Utku et .al., 1999).
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Figura 5: Andlisis de expresion de TGAM?77 en diferentes tejidos humanos, mediante Western-blot.
Distribucién de la expresion de TGAM77 en tejidos humanos.

3.3 Cornichon y transportadores de azicares

En un estudio realizado por Herzig y colaboradores en 2012, utilizando el enfoque PAIRS
(Anélisis de Emparejamiento de Receptores Cargo), que utiliza metodologias roboéticas para
manipular genéticamente a Saccharomyces cerevisiae utilizando a la proteina verde fluorescente
GFP como etiqueta de proteinas cargo. PAIRS se basa en la idea de que cuando falta un receptor
cargo, la proteina que transporta no sale, acumuldndose en el RE y esto se puede visualizar
mediante el uso de cargo etiquetado con fluorescencia. Herzig y colaboradores observaron que
una gran cantidad de proteinas de la membrana plasmatica requieren a Erv14 para una salida
eficiente del RE. Posteriormente el receptor cargo Erv14 también se localizé en vesiculas COPII
(Herzig et al, 2012) y entre las proteinas que forman parte de sus cargos se encuentran los

transportadores de hexosas Hxt3 y Hxt5 (Fig. 6).
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Figura 6: Transportadores de aziicares dependientes de ERV14
La eliminacion de Erv14 provocd una retencion generalizada en RE de los transportadores de hexosas.
Lo que sefialan las flechas azules son la fluorescencia donde se expresan los transportadores de hexosas, mostrando
que algunos quedaron dentro Reticulo endoplasmatico.

3.4 Relacion de Erv14 y los transportadores HXT3 y HXTS en Saccharomyces cerevisiae

En un estudio realizado por Martinez-Morales en 2021 (datos no publicados), realizaron un
ensayo de gota con la cepa EBY.VW.4000, donde los resultados mostraron que las cepas
co-transformadas con Hxt3, Hxt5 y Ervl4 crecieron mejor en presencia de glucosa, en
comparacion a la que tnicamente fue transformada con Hxt3 y Hxt5 (Fig. 7)

Cuando la cepa EBY (+) es transformada con los plasmidos que tienen a los transportadores,
observaron que la levadura tiene un mayor crecimiento en casi todos los azlicares a excepcion de
la glucosa. En la (Fig. 7) se observa que las cepas transformadas con el plasmido vacio tanto en
EBY silvestre como en EBYervi44 no son capaces de crecer en un medio con glucosa. Sin
embargo cuando la cepa EBY (+) se transformo con los plasmidos pHXT5-GFP y pHXT3-GFP
(Fig. 7) por separado se observo que las levaduras restablecieron su crecimiento en un medio con
glucosa mostrando que ambos transportadores son capaces de absorber glucosa. Sin embargo,
cuando HXTS5 y HXT3 se expresaron en la cepa EBYervi44 (-) y se crecieron en medios con
glucosa se observo una reduccion en el crecimiento. Esto nos indico que la captura de glucosa al
interior de la célula se ve limitada por la ausencia del gen ERV14 (Martinez-Morales, datos no

publicados).
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Figura 7: Transportadores de glucosa dependientes de Erv14
Crecimiento de cepas de levadura con diferentes plasmidos con el gen Erv14 (indicado con +) y sin el gen Erv14

(indicado con -), utilizando un plasmido vacio (pGRU) como control, y un plasmido con el transportador Hxt5

(pScHXTS5-GFP) y otro con el transportador Hxt3 (pScHXT3-GFP).
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4. JUSTIFICACION

El trafico vesicular en las células eucariotas, es importante para la entrega correcta en tiempo y
forma de proteinas como los transportadores de glucosa de la familia GLUT. En este proceso del
trafico vesicular participan una gran variedad de proteinas que permiten su adecuada funcion,
siendo la proteina Cornichon importante para la seleccion y empaquetamiento de proteinas cargo,
tales como los GLUTs dentro de las vesiculas tipo COPII. En las células T el procesamiento de la
glucosa es importante para llevar a cabo su activacion, maduracion y proliferacion, por lo que un
adecuado transito de los transportadores de glucosa de la familia GLUT desde el reticulo
endoplasmico hacia la membrana plasmaética es crucial para una correcta funcion de las células T.
Ademas la sobreexpresion de cornichon en los linfocitos T de humano durante su activacion nos
sugiere la importancia de este receptor cargo durante este cambio celular de reposo a activado,
por lo que su estudio y la relacion con los transportadores de glucosa tipo GLUT nos permitiran
entender mejor esta dindmica del transporte vesicular en este tipo celular. Con base a la relacion
de la enfermedad autoinmune Diabetes Mellitus tipo 1 y los linfocitos T, nuestro estudio puede

ayudar a la comprension de la enfermedad.
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5. HIPOTESIS

El receptor cargo MmCNIH1 interactiia con el transportador MmGLUT]1 y esta se regula por los

niveles de glucosa extracelular en el tejido del timo.
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6. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la posible relacion entre MmCNIH]1 y el transportador de glucosa MmGLUT1 en un

modelo de raton diabetico en el tejido del timo.
OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Llevar a cabo un analisis filogenético de los homologos de MmCNIH en metazoa
2. Determinar la interaccion proteina- proteina de MmCNIH1 y MmGLUT1 en levadura
3. Analizar la expresion génica de MmCNIHly MmGLUT1 en el tejido del timo en un

modelo de ratdon diabético
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7. METODOLOGIA

7.1 Metodologia objetivo 1: Llevar a cabo un analisis filogenético de los

homologos de MmCNIH en metazoa

Se realiz6 la seleccion de especies para la construccion de un arbol filogenético de la
familia de proteinas CNIH en los metazoarios representativos de cada filo.

Se consultd en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica
(NCBI, por sus siglas en inglés) las secuencias de aminoacidos de los cuatro homologos
de CNIHs en el raton y a través del BLAST de la pagina, se realiz6 un analisis del nivel
de confianza (E-value) con un nivel de 1x10-15 con dos 6rdenes de magnitud hacia arriba
o hacia abajo entre las secuencias de las especies para seleccionar las que se incluirian en
el arbol.

Una vez seleccionadas las secuencias, s¢ realizO un alineamiento en la pagina
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ y se obtuvo un archivo FASTA con las
secuencias alineadas.

Para elaborar el arbol filogenético, el archivo FASTA se cargd el archivo a la pagina
http://igtree.cibiv.univie.ac.at/ y se obtuvo el archivo con la extension iqtree para poder
utilizar el programa FigTree V1.4.4.

7.2 Metodologia objetivo 2: Determinar la interaccion proteina- proteina de

MmCNIH1 y MmGLUT]1 en levadura

Para obtener las construcciones de los genes MmCNIH1 y MmGLUTI1 que van a ser utilizadas

para el ensayo de interaccion , se realizo la extraccion de tejidos:

7.2.1 Extraccion de 6rganos linfoides (timo)

Se realiz6 la extraccion del tejido del timo para poder extraer de él ARN.

1.- Se trabajé con ratones del grupo 0 los cuéles no tienen tratamiento de Estreptozotocina ni

Buffer de sodio, este grupo tiene 21 semanas de vida.
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2.-

Posteriormente se sacrifico al raton por dislocacion cervical: Colocando los dedos pulgar e

indice detras de las orejas, cruzando la nuca, tirar del rabo hacia atras con la otra mano mientras

se presiona hacia abajo en la nuca.

2
3
4
5
7
8
9

. Se utilizd papel secante para colocarlo.

. Se utilizo6 alcohol para esterilizar la zona de la linea media.

. Se corto por la linea media con tijeras.

. Se retird la piel con los dedos.

. Se abrio el torax mediante una incision, con tijeras, desde el xifoides hasta el cuello.
. Se cortaron las costillas con tijeras

. Se extrajo el timo con las pinzas y se colocé en un tubo eppendorf con 500 ul de trizol para su

conservacion.

7.2.2 Extraccion de ARN

Posteriormente se procedio a la extraccion de ARN

1.

2.

El tejido se congelo en hielo seco en 500 pL de Trizol (Invitrogen).

Se pulverizé el tejido con el mortero (previamente enfriado con hielo seco), colocando
nitrogeno liquido para obtener una mezcla homogénea.

Se transfiridé el polvo a un tubo de Eppendorf de 1.5 ml y se agregd 1 mL de Trizol y se
incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadié 200 pL de cloroformo y se agit6 fuertemente por inversion por 10-15 s

Se centrifugd a 12,000 g por 15 minutos a 4°C.

Se transfiri6 la fase superior a un nuevo tubo cuidando de no tomar la interfase

Se afiadieron 500 pL de isopropanol y se mezcld suavemente por inmersion durante 15 s. Se
dej6 toda la noche a -20°C

Se centrifugd a 12,000 g, a 4°C durante 30 min (se forma un pellet).
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9. Se elimino6 el sobrenadante y se afiadido 1 mL de etanol al 75% y se uso el vortex por 5-10 s.

10. Se centrifugd a 6,000 g a 4°C por 15 min.

11. Se removid el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente.

12. Se resuspendid el ARN en 10 — 30 puL agua miliQ esteril dependiendo del tamafio del pellet.

13. Se cuantifico el ARN en el nanofotometro (Implen).

14. Para verificar la integridad del ARN se mezcl6 el volumen que contenia 1 pg de ARN y se
agregaron 3 volimenes de buffer de urea (10 M Urea, 2% azul de bromofenol, se mezcld y se
calentd a 65°C por 1 minuto y se enfrid un minuto en hielo. La mezcla se resolvid en un gel
de agarosa al 1.5% (Apéndice B) con TAE durante 30 minutos a 100 V.

15. Para corroborar que las muestras no contenian ADN gendmico, se realiz6 un PCR con el
ARN utilizando un par de oligonucle6tidos para el gen 74 que logren distinguir el tamafio de

las secuencias de ARNm de ADN gendmico.

7.2.3 Sintesis de ADNc¢

Con el ARN se realiz6 la sintesis de ADNc para su uso en la clonaion de genes y en el PCR en

tiempo real

° Se mezclo 1 pL oligo dT (100 uM), ARN 1 pg y se llevo a un volumen de 10 pL con
Agua miliQ. Se calent6 a 65° C durante 5 min.

° Posterior se realiz6é un Mix con los siguientes componentes:
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Componente Cantidad

Buffer SSIV 5X 4 pL

dNTPs 10 mM 1 uL
Inhibidor RNasa 0.5 uL
Retrotranscriptasa (100 U/pl) 0.5 puL

DTT (100 mM) 1 uL

H,0 3uL

Tabla 3. Componentes de sintesis de ADNc

e Sec agrego6 este mix a los 10 uL de del oligo dT y el ARN y se colocaron en las siguientes

condiciones: 10 minutos a 42°C y 60 min a 50°C.

7.2.4 Amplificacion y clonacion de los genes MmGLUT1 y MmCNIHI1.
Se utilizé el sistema Gateway para la clonacion de los genes en plasmidos. De manera general, el
sistema emplea la recombinacion del sitio reversible entre attB, attP, attL y attB permitiendo una

clonacion direccional dentro de un plasmido (Fig. 8).
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Sistema GATEWAY

Reaccion BP —

AnR1 ccdB ARRZ

codB Gen
Gen attp1 ¥ AltF2 4 MI’I(pDGNHZGH AttP2
[ + pDONRZOT — > +
Gen
ATIET AttRZ .
Reaccion BP
int
Vector donador integrasa Vector de entrada
codB
Reaccion LR Pt a2
Gen ceds Gen

atill DONR207 attL? atti] pNX32 attR2 ’ attR1 pNX32 atiR?
‘ + i & [s]
Gen I \ pMetyC ’ W
Reaccion LR

Vector de entrada Vector destino escisionasa Vector de expresion

Figura 8: Esquema de clonacion mediante el sistema Gateway

La amplificacién del marco de lectura abierto de los genes de MmGLUT1 y MmCNIH1 se
realizd mediante la técnica de PCR usando especificaciones de la enzima Phusion (Tabla 4) y
con oligos especificos para cada gen (Tabla 5). Se realiz6 un gradiente de temperatura para

determinar la temperatura 6ptima de alineamiento para amplificar los genes.

Componente Cantidad

Buffer 5X Phusion HF 2 uL

dNTPs 10 mM 1 ulL
Oligo Forward (10 pM) 1 uL
Oligo Reverse (10 pM) 1 uL
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ADNc 1 pL
DMSO 1.5 uL
Taq Polimerasa(Phusion 0.5 uL
polymerase)
H,O Llevar a 50 pL

Tabla 4. Componentes de la mezcla de reaccion para la primer PCR

La reaccion se realizd en un Termociclador (Biorad) bajo las siguientes condiciones:

x35 Ciclos

Condiciones Desnaturalizacion | Alineamiento Tm Elongacion | Extension Final
Temperatura 98°C 98° C Gradiente (54-60 °C) 72°C 72°C
Tiempo 2 minutos 20 segundos 20 segundos 5 minutos
MmCNIH1 15 segundos
MmGLUTI1 45 segundos

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse
MmCNIHI GTACAAAAAAGCAGGCTTCATGG | GTACAAGAAAGCTGGGTCCTA
(435 pb) CGTTCACTTTCGCG AGAGCTCACCAGAACATAG
MmGLUTI1 GTACAAAAAAGCAGGCTTCATGG | GTACAAGAAAGCTGGGTCCAC

(1479 pb) ATCCCAGCAGCAAGAAG TTGGGAGTCCGCCCCCA

Tabla 5. Tabla de oligos para la primera reaccion de PCR. Las secuencias subrayadas

pertenecen a los sitios recombinacion.

Posteriormente se realizo la segunda PCR para amplificar los sitios attb1 y attb2 con los oligos

especificos, que nos serviran para la clonacion de genes mediante el sistema Gateway.



Componente Cantidad

Buffer 5X Phusion HF 2 uL
dNTPs 10 mM 1 uL
Oligo attbl Forward 10 mM 1 uL
Oligo attb2 Reverse 10 mM 1 uL
ADNCc 1 uL
Taq Polimerasa(Phusion 0.5 uL
polymerase)
H,O Llevar a 50 uL

Tabla 6. Componentes de la mezcla de reaccion para la segunda PCR

La reaccion se realizd en un Termociclador (Bio-Rad) bajo las siguientes condiciones:

x35 Ciclos

Condiciones Desnaturalizacion | Alineamiento ™ Elongacion | Extension Final
Temperatura 98°C 98° C 56°C 72°C 72°C
Tiempo 2 minutos 20 segundos 20 segundos 5 minutos
MmCNIH1 15 segundos
MmGLUT1 45 segundos

Se resolvieron las muestras en un gel de agarosa al 1% y se cortaron los productos de PCR

obtenidos del gel.

El producto de PCR de cada gen se purifico utilizando el kit Promega siguiendo las instrucciones

del proveedor (Apéndice C) y se clond de forma independiente dentro del vector pDONR 207

(Fig. 9) utilizando los componentes requeridos (Tabla 7) y se incub6 a temperatura ambiente de

16 a18 h.
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Figura 9: Mapa genético del Vector de entrada pDONR207

Componente Cantidad

Producto de PCR purificado (MmCNIH1 y

1 uL -2 pL [~150 ng]
MmGLUT1)
Enzima BP clonasa (Invitrogen) 0.5 uL
Vector pDONR 207 1 uL [~150 ng]
H,O Aforar a4 pL
Tabla 7. Tabla de componentes de reaccion BP Clonasa

Posteriormente se realizd una transformacion en la cepa DH5alfa de E. coli de acuerdo a las
siguientes especificaciones:
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Transformacion por choque térmico en Escherichia coli

e Se agregd 4 pl de la construccion a la alicuota de 50 pl de células competentes
(Preparadas con el protocolo de células quimiocompetentes, Apéndice 4).

e Sec incubd durante 15 - 20 minutos en hielo (Construccion + células competentes)

e Se colocd durante 1 minuto la muestra a 42°C

e Se dejo en hielo durante 5 minutos

e Se anadieron 250 pl de medio LB (liquido) (cinco volimenes de la alicuota de células
competentes)

e Se crecieron las células durante 1 h a 37°C en agitacion constante

e Se plaqued de 100-200 pul (depende de la clonacion) en medio LB sélido con el
antibidtico (dependiendo del marcador de seleccion del vector).

e Se crecieron a 37°C durante 16 - 18 hrs

Las colonias que crecieron en los medios de seleccion usando gentamicina (50 upg/mL) se
seleccionaron, y se incoularon en medio LB liquidocon gentamicina, posteriormente se realizd
una extraccion de ADN plasmidico mediante el protocolo de lisis alcalina (Apéndice
E),posteriormente se realizd un analisis de restriccion usando la enzima Pvull (Invitrogen) con
las especificaciones de la enzima (Tabla 9), y se incub6 durante 1 h a 37°C, posteriormente se
cargd en un gel de electroforesis para observar el patron de digestion de las bandas y se

conservaron aquellos que mostraron el patron de restriccion esperado.

Posteriormente se mando a secuenciar a la unidad de secuenciacion de la UNAM para verificar el
la presencia de los genes, los plasmidos que presentaban los genes se transfirieron dentro del
vector pMetYC_GW (Cub) y pXN32 (Nub) (Fig. 10), mediante una reaccion de recombinacion
usando los componentes de la Reaccion LR Clonasa (Tabla 8), y se incubo a temperatura

ambiente de 16 a 18 h.
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Figura 10: Mapa genético de los vectores de expresion
A) pMetYC y B) pNX32
Componente Cantidad

Construccion (vector + gen) (MmCNIH1 y MmGLUTTI) 1 uL [~150 ng]

Enzima LR clonasa (Invitrogen) 1 ul
Vector pMetYC_GW y pXN32 1 uL [~ 150 ng]
H,0 Aforara 4 puL

Tabla 8. Tabla de componentes de Reaccion LR Clonasa

De las colonias que crecieron en los medios de seleccion usando Carbenicilina (100 pg/mL),se
realiz 6una extraccion de ADN plasmidico para hacer un anélisis de restriccion usando la enzima
Pvull (Invitrogen) con las especificaciones de la enzima (Tabla 9), y se incubd durante 1 h a
37°C, posteriormente se cargd en un gel de electroforesis para observar el patron de digestion de

las clonas, se conservaron las clonas positivas al patron de restriccion.
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Componente Cantidad

Construccion (vector + gen) (MmCNIH1 y ~1000 ng
MmGLUT1)
Buffer (Anza 10x) 2 uL
Enzima Pvull (Invitrogen) 1 ul
H,0 Aforar a 20 pL

Tabla 9. Tabla de componentes de restriccion con enzima Pvull

7.2.5 Transformacion en S. cerevisiae

Para expresar los genes de interés en S. cerevisiae, se transformaron los plasmido pMetYC GW
y pXN32 con los genes MmGLUT1 y MmCNIH1, respectivamente mediante la transformacion de
las cepas de levadura THY.AP4 [MATa ura3, leu2, lexA::LacZ::trpl lexA::HIS3 lexA::ADE2] y
THY.APS5 [MATa URA3, leu2, trpl, his3 loxP::ADEZ?], con los plasmidos respectivos. Las
levaduras se transformaran con sus respectivos vectores mediante el método de Acetato de Litio

(LiAc).

Preparacion de células competentes de S. cerevisiae

1. Se estriaron las cepas de S. cerevisiae THY.AP4 y THY.AP5 en una caja con medio
YPDA e incubaron a 30 °C por 48 horas. La caja puede almacenarse a 4°C hasta por 8
meses.

2. Se picaron las colonias de la cepas THY.AP4 y THY.AP5 y se pasaron a tubos de 16 x
150 mm con 3 mL de medio YPD. Se incubaron entre 12y 16 h a 30 °C y 300 rpm.

3. Se inocularon 10 mL de medio YPDA 2x contenidos en un matraz de 125 mL y se
incubd a 30 °C y 300 rpm durante 4 h con 100 pL del cultivo proveniente del tubo.

4. En condiciones asépticas se cosechd el cultivo en un tubo conico de 50 mL estéril. Se

centrifugo6 a 8 000 rpm a temperatura ambiente durante 10 min.
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9.

Se resuspendieron las células en 10 mL de agua mQ estéril (a temperatura ambiente) y se
pasaron a un microtubo de 1.5 mL estéril.
Se centrifugd a 8 000 rpm a temperatura ambiente durante 10 min.
Se resuspendieron las células en 1 mL de agua mQ estéril (a temperatura ambiente) y se
pasaron a un microtubo de 1.5 mL estéril.

Se centrifugd6 por 1.5 min a temperatura ambiente y 7000 rpm. Se desechd el
sobrenadante.

Se lavaron las células con 1 mL de acetato de litio (LiAc) 0.1 M.

10. Se resuspendieron las células en 100 puL de LiAc y se almacenaron a 4 °C

Preparacion de la mezcla de transformacion

1. En un tubo coénico de 50 mL y condiciones asépticas se prepard la siguiente mezcla para cada

reaccion:

Componente Cantidad

PEG 50% 220 uL
LiAc1 M 36 uL
TE 10X 36 uL
DMSO 50 uL
ADN acarreador 2 mg/mL 15 -40 pL
Construccion (vector + gen) (MmCNIH1 y 15-40 uL
MmGLUT1)
Volumen final 375 - 400 uL

Se agregaron 40 ng de cada uno de los productos de la LR

El ADN acarreador es de doble cadena de testiculos de salmén. Se desnaturalizé hirviéndolo por

10 min y pasandolo inmediatamente a hielo.

Esta solucion se homogenizo mediante agitacion en vortex.

36



Transformacion mediante choque térmico

1. A la mezcla de transformacion con las construcciones que van a clonarse se les agregd
100 pL de las células que se habian almacenado a 4 °C.

2. Se homogeneiz6 la solucion que contiene la mezcla de transformacion y las células por
inversion.

3. Se incubd a 42 °C durante una hora y media. Fue necesario homogeneizar la solucion
aproximadamente cada media hora, ya que las células se precipitan y esto afecta la
eficiencia de transformacion.

4. Después de hora y media de choque térmico se centrifugaron los tubos a temperatura
ambiente, a 5 000 rpm durante 2 min. Se desecho6 el sobrenadante y los residuos de Kkits.

5. Seresuspendio la pastilla en 1 mL de YPD 2X y se incubd durante 2 h a 30 °C y 300 rpm.

6. Se sembro 200 uL de las células en una caja con 10 mL de medio YNB con 20 g/L de
glucosa, adenina, leucina, histidina y triptofano.

7. Se esparcieron con perlas de vidrio estériles y se incubaron a 30 °C.

10uL de células fueron sembradas en medio sélido N (THY.AP5) o C (THY.AP4).

Después de 3 dias de crecimiento, las células fueron transferidas a medios liquidos N o C.
Después de 3 dias de crecimiento en medios liquidos, se tomaron alicuotas de estas cé€lulas para

hacer gliceroles y se almacenaron las células a -80°C para su posterior analisis.

7.2.6 Identificacion de interacciones proteina/proteina con el sistema de la ubiquitina
dividida (mbSUS, mating-based Split Ubiquitin System)

Con el objetivo de saber si el transportador MmGLUT]1 puede interactuar con MmCNHII1, se
decidio usar el sistema de la ubiquitina dividida en levadura, mbSUS, que permite reconocer la

interaccion entre dos proteinas de membrana o una proteina de membrana y una citosolica.

El uso de esta técnica es similar al sistema de dos hibridos, sin embargo, mbSUS fue desarrollado
para detectar especificamente interaccion entre proteinas de membrana o entre una proteina de
membrana con una citosélica. El mbSUS se basa en el secuestro de un factor de transcripcion en

la membrana y su liberacion debido a la accion de una proteasa como resultado de la interaccion
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de las dos mitades de la ubiquitina. Cuando el dominio N-terminal de la ubiquitina (Nub) se
co-expresa con su parte C-terminal (Cub) se reconstituye la funcionalidad de la ubiquitina. Una
mutante, NubG (la cual posee la mutacion Ile13Gly) muestra una afinidad reducida (si se
compara con el Nub silvestre) hacia el Cub, lo cual evita que se reconstituya la funcionalidad de
la ubiquitina a menos que las proteinas a las cuales estan fusionadas tanto el NubG como el Cub
estén lo suficientemente proximas para reconstituir a la ubiquitina. El factor transcripcional
artificial PLV (Protease A-LexA-VP16), estd fusionado al C-terminal del Cub. Cuando dos
proteinas interactuan, tanto el NubG como el Cub reconstituyen a la ubiquitina funcional, y una
proteasa enddgena especifica para ubiquitina libera el factor de transcripcion de la membrana
hacia el citosol. Este factor de transcripcion se difunde hacia el ntcleo en donde activa la
transcripcion de los genes reporteros His3, Ade2 y LacZ. En este sistema es importante
determinar si las fusiones al Cub pueden resultar en falsos negativos o falsos positivos. De tal
manera que cuando las construcciones fusionadas al Cub se expresan de manera correcta y
eficiente es de esperarse que se induzca la actividad de los genes reporteros cuando se co-expresa
con el NubWT el cual posee una fuerte afinidad por el Cub. Para identificar los falsos positivos
las construcciones fusionadas al Cub se co-expresan con el NubG soluble el cual no muestra
afinidad hacia el Cub, de tal manera que si se llegasen a activar los genes reporteros, este
fenomeno seria en la ausencia de una interaccion verdadera, revelando un resultado falso

positivo.
Medios de crecimiento para la levadura

Para el crecimiento de las levaduras se utilizaron los medios YPD ( Extracto de levadura 10 g/L,
Peptona 20 g/L, Glucosa 20 g/l y Agar 20 g/L) y SC (Sintetico completo; YNB 1.7 g/L, Sulfato
de amonio 5 g/L, Glucosa 30 g/L y agar 20 g/L) y una mezcla de aminodcidos (arginina,
isoleucina, lisina, fenilalanina, tirosina, valina, serina y treonina) esenciales para el crecimiento

de la levaduras menos histidina, triptéfano, uracilo, leucina, adenina y metionina.

Dependiendo de la seleccion, el medio SC se suplementé con 20 mg/L de hemisulfato de

adenina, 20 mg/L de histidina-HCI, 500 uM de metionina, 20 mg/L de triptofano, 20 mg/L de
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uracilo y/o 240 mg/L de leucina. Las especificaciones de los medios se muestran en el Apéndice

F.

Las células que tienen el vector pMetYC GW se crecieron en medios SC suplementados con
triptéfano, histidina, adenina y uracilo (medio Cub) y las células con el vector pNX32 GW se

crecieron en medio SC suplementado con leucina, histidina y adenina (medio Nub).

Las células diploides crecieron en medios SC suplementados con adenina e histidina (medio DS),
mientras que los medios para probar las interacciones fueron hechos con SC suplementado con 0

UM metionina (medio IS-0) o 500 pM metionina (IS-500).

Las fusiones dentro del vector Cub estan bajo el control del promotor MET25 que es reprimido
por metionina. De tal manera que un incremento en la metionina en los medios de seleccion

disminuye los niveles de expresion y con ello se incrementa la astringencia del ensayo.
Ensayo de mbSUS experimental.

Se prepararon 100 ml de los medios requeridos para el ensayo mbSUS (Apendice F). De las
células de levadura transformadas se seleccionaron las cepas a través de un medio s6lido Cub y
Nub y se dejaron crecer 3 dias a 30°C, posteriormente se crecieron las colonias en medio liquido
Cub y Nub. Al dia siguiente se plaqueo a través de una placa de 96 pozos, se llenaron los pozos
con 200 pL de los medios liquidos Cub y Nub. Posteriormente con el Replicador de placas se
tomo una gota de los pozos y se plaqued en cajas petri con medio Cub y Nub so6lido y se dejaron
crecer a 30 °C durante 3 dias. Posteriormente de las cajas con células crecidas se agarraron
muestras y se colocaron en pocillos de la caja de 96 pozos con 200 uL de agua libre de nucleasas
y se combinaron las muestras de los Cub con los Nub, se tom¢é una gota de los pocillos con el
Replicador de placas y se colocd en el medio YPD que es el medio de apareamiento y se dejo
crecer durante 1 dia a 30°C. Se repitio el paso anterior tomando muestra de una de las colonias y
y la caja de 96 pozos, se colocaron las células en un medio Diploide que fue nuestro medio
control. Se dejaron crecer 3 dias a 30°C. Posteriormente se colocaron las células a los medios de

interaccion Met 500 y Met 0.
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Ensayo de LACZ

Se prepara 100 ml de buffer Z.

Componente Cantidad

Na2HP4 x H20 10.68 g/L
NaH2PO4 X H20 55¢g/L
KCL 0.75 g/L
MgS0O4 x 7H20 0.246 g/L
Mantener un pH de 7.0

Tabla 10. Componentes de Buffer Z

e Se agrego6 a un matraz 50 ml de Buffer Z y 0.25 g de agarosa, se calent6 en pulsos de 30 s
y de 10 s hasta que qued6 homogéneo.

e Mientras se enfriaba un poco el Buffer Z, se pesaron 40 mg de Xgal en tubo eppendorf de
1.5 ml con 1 ml de N-N dimetil y se revolvio con pipeta.

e Secagregd 1 ml de SDS al 10% y 1 ml de Xgal al matraz del Buffer Z

e Se mezclo hasta quedar homogéneo y se colocd en una caja con medio Diploide del
ensayo mbSUS.

e Finalmente para realizar la fotografia fue mediante un mapa de calor para visualizar la

fuerza de interaccion de las proteinas.

7.3 Metodologia objetivo 3: Analisis de la expresion génica de MmCNIH1 y

MmGLUT1 en el tejido del timo en un modelo de raton diabético

7.3.1 Tratamiento estreptozotocina (STZ) en ratones
Con el objetivo de evaluar la expresion génica de MmCNHI1 y MmGLUT1 se decidio utilizar el
modelo de raton diabetico, que utiliza a la droga Estreptozotocina lo que provoca la destruccion

selectiva de la células Beta pancreaticas, haciendo que el raton contraiga diabetes mellitus tipo 2.
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® Se tomo peso, peso de alimento y glucosa de los ratones sometidos al tratamiento.

® Posteriormente se inyectd STZ (Sigma-Aldrich Cat, S0130) por via intraperitoneal en

ratones machos C57BLJ / 6 de 8 semanas de edad a 50 mg / kg durante cinco dias
consecutivos siguiendo el modelo de dosis baja de diabetes inducida por STZ (Apéndice
A).

e A un subconjunto de ratones machos de 8 semanas se les inyectd un buffer de citrato
enfriado con hielo (pH 4.5) como muestras control.

o Después de la ultima inyeccion de STZ, las condiciones de salud se controlaron
diariamente y los niveles de glucosa en sangre, peso y peso de alimento se midieron a los
7, 14 y 21 dias después de la ultima inyeccion.

e Posteriormente se procedi6 a sacrificar al raton mediante la dislocacion cervical.

e Se realizo la extraccion de tejidos, ARN vy sintesis de ADNc de acuerdo a los protocolos

antes mencionados.

7.3.2 PCR de punto final de los homologos de CNIH en el tejido del Timo

Se realiz6é un PCR de los CNHIs con el objetivo de observar la expresion en el tejido del timo.
Se utilizaron los componentes de la Taq Polimerasa Jena (Tabla 3), se utiliz6 el Rplp0 como gen
constitutivo, el ensayo se realizd utilizando los oligos mostrados en la Tabla 11 y la mezcla de

reaccion para cada gen se muestra en la Tabla 12.

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse
CNIH1 (153 pb) CGCGTTCTTCTGTGTCATGT TCTGCATTCATGATGGTCGT
CNIH2 (157) pb) GCGGACTGACTTCAAGAACC TGCTGCACACAGAAACATCA
CNIH3 (201 pb) AATCGCCTTTGACGAGCTAA ACATTGAGTCCCAGGGTGAG
CNIH4 (170 pb) ATGGAGGCGGTGGTGTTCCT CAAGCATCAGCACAGTGACA
RPLPO (160 pb) CACTGGTCTAGGACCCGAGAA AGGGGGAGATGTTCAGCATGT

Tabla 11. Tabla de oligos para PCR en tiempo real
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Componente Cantidad

Buffer 10X con Mg 5uL
dNTPs 10 mM 1 uL
Oligo Forward 10 mM 1 uL
Oligo Reverse 10 mM 1 uL
ADNc 1 pL
Taq Polimerasa(Jena Bioscience) 0.2 uL
H,0O Llevar a 50 uL

Tabla 12. Componentes de la mezcla de reaccion para PCR

La reaccion se realizd en un Termociclador (Bio rad) bajo las siguientes condiciones:

Antes de los 35 ciclos se Desnaturaliza primeramente el ADN durante 2 minutos a 95°C

x35 Ciclos

Condiciones Desnaturalizacion Alineamiento Elongacion Elogancio6n final
Temperatura 95°C 60° C 72°C 72°C
Tiempo 20 segundos 20 segundos 30 segundos 5 minutos

7.3.3 PCR en tiempo real de los homoélogos de CNIH en el tejido del Timo.

La extraccion de ARN total del tejido del timo se llevd a cabo con la técnicas de extraccion de
organos linfoides y extraccion de ARN mencionadas anteriormente (Seccion 7.2.1 y Seccion
7.2.2) de los grupos de ratones tratados con la droga STZ, y el grupo control con el Buffer de
citrato de sodio. Posteriormente el ARN total libre de ADN genomico se uso para realizar la
transcripcion reversa y asi generar ADN complementario (ADNc) usando oligo dT
(JenaBiociences) mediante la técnica de sintesis de ADNc (Seccion 7.2.3). El ADNc se us6é como

templado para llevar a cabo las reacciones de PCR en tiempo real cuantitativo. La amplificacion
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de ADNCc se realiz6 a través de un master mix (Tabla 13) en un termociclador Step-One (Applied

Biosystems). Los oligos utilizados son los mencionados en la Tabla 11.

Componente Cantidad

SYBR Green (JenaBioscience) 0.5 uM 10 uL
ADNc 1 uL
Oligo Forward 10 puM 0.6 uL
Oligo Reverse 10 uM 0.6 uL
H,O Llevar a 20 uL

Tabla 13. Componentes de la mezcla de reaccion para PCR en tiempo real

El programa de amplificacién fue una desnaturalizacién inicial de 95°C durante 2 minutos

posteriormente los 40 ciclos bajo estas condiciones:

x40 Ciclos

Condiciones Desnaturalizacion Alineamiento Elongacion Elogancion final
Temperatura 95°C 60° C 72°C 72°C
Tiempo 15 segundos 20 segundos 30 segundos 5 minutos

El gen RPLPO (subunidad PO del tallo lateral de la proteina ribosémica) se usé como un gen de

expresion endogena o control estadndar para normalizar la expresion de los datos al gen de

estudio.
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8. RESULTADOS

8.1 Realizar un analisis filogenético de los homodlogos de MmCNIH en metazoa

8.1.1 Arbol filogenético de Cornichon en el reino Metazoa

Con la finalidad de analizar la filogenia de Cornichon en el reino de los metazoarios, se
recopilaron las secuencias de las especies mas representativas dentro del reino metazoa, asi como
ortologos de la proteina CNIH dentro de los reinos Fungi y Protozoo. La lista de especies se
muestra en el Apéndice G. Se utilizaron como grupos basales a hongos y amebas, debido a la
presencia de ERV14 una proteina ortéloga a Cornichon en hongos y en amebas como proteina
putativa, para poder enraizar el arbol filogenético (Fig. 11). Debido a que no se recuperaban de
manera correcta grupos ordenados, se agregaron un total de 61 especies. Las amebas son
representadas de un color blanco y los hongos con color morado. Algunos grupos de organismos
no estan bien representados debido a que no se encontraron secuencias de cornichones en ellos,

siendo mas afectado el de Urodela, del cual solo se encontrd una especie.

Vertebrados IET.’EItebrados Vertebrados Invertebrados

Morado: Ervl4  Naramja: CNIH4  Azul CNIH1  Amanllo: CNIH2  Rojo: CNIH3

Figura 11: Arbol filogenético de CNIH en el dominio Metazoa
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Se observa en el arbol que CNIH4 y CNIH1 comparten una ancestria en comun de la cual
divergen, ambos Cornichones estan presentes tanto en grupos de vertebrados como invertebrados
por lo cudl podemos decir que son los mds ancestrales. Del CNIH1 divergen los CNIH2 y

CNIH3, estos solo estan presentes en grupos vertebrados.

8.2 Determinar la interaccion proteina- proteina de MmCNIH1 y MmGLUT1
en levadura

8.2.1 Generacion de las construcciones los genes MmCNIH1 y MmGLUT1

Para realizar la clonacion de los genes se utilizaron ratones sin ningun tipo de tratamiento, en la

tercera semana se sacrificaron para la extraccion del o6rgano (Fig. 12).

Figura 12: Extraccién de tejidos
Se puede visualizar la extraccion del timo.

8.2.2 Extraccion de ARN de Timo e Higado

Se obtuvieron muestras de tejido del timo e higado de ratones no tratados. De los cudles se
extrajo ARN mediante el protocolo de extraccion de ARN (Seccion 7.2.3). Se visualizaron las
dos bandas del ARN ribosomal, aproximadamente en la proporcion deseada de 2:1 (28s vs18s)

tanto de higado como de timo (Fig 13).
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Figura 13: Extraccion de ARN de Higado y Timo
En un gel de agarosa al 1.5% se pueden visualizar en el Timo una primera banda que corresponde a ADN
genomico, la segunda y tercer banda corresponden al ARN ribosomal 28s y 18s. En el Hiago podemos observar dos
bandas correspondientes al ARN ribsomal 28 sy 18 s.

8.2.3 Amplificacion y Clonacion de MmCNIH1 y MmGLUT1

A partir del ARN extraido se sintetizo0 ADNc de Higado y Timo como se describe en la seccion
de materiales y métodos (7.2.3). Posteriormente utilizando el ADNc como templado se realizd
una reaccion de PCR para la amplificacion de los genes de MmCNIHI1 y MmGLUT]1 descrito en
la seccion 7.2.5, utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la tabla 5. Mediante un gradiente
de temperatura se determind que la Tm fuera de 56°C para el gen MmCNIH]1 y un tiempo de
elongacion de 15 segundos; y las condiciones de amplificacion para el gen MmGLUT]1 fue
determinado de igual manera por un gradiente de temperatura y su Tm fue de 60°C y un tiempo
de elongacion de 45 segundos, el gen MmCNIH1 fue amplificado del higado debido a que
presentaba un mayor nivel de expresion (Tabla 1). En la Figura 14 se observan productos de

PCR de los genes MmCNIH1 y MmGLUT1, con un tamafio de 1479 y 435 pb, respectivamente.
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Figura 14 Amplificacion de genes
Donde se muestra la amplificacion de los genes de MmGLUT1 y MmCNIH1 del tejido del higado.

3000 ph
2500 pb
2000 gb

1500 ph

1000 pb

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

MmCNIH1

Los productos de PCR purificados se re-amplificaron usando los oligos attb1 y attb2 descrito en

la seccion 7.2.5 . Posteriormente se utilizd el protocolo de clonacion Gateway descrito en la

seccion de 7.2.5. Una vez clonados los genes en en el vector de entrada (pDONR 207) se

procedi6 a realizar un analisis de restriccion in silico utilizando la enzima Pvull mediante el

programa SnapGene, el cual permiti6 observar los patrones de restriccion de las bandas de los

pesos moleculares que corresponden a los genes en el vector de entrada, los patrones que

construyo el programa fueron los siguientes: un fragmento de 4,071 pb que corresponde al gen

MmCNIHI en el vector pPDONR207 y tres fragmentos de 3878 pb, 871 pb y 354 pb que

corresponden al gen MmGLUT]1 en el vector pPDONR207 (Fig. 15A).
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Figura 15: A) Analisis in silico de los sitios de corte de Pvull en la construccion de la BP y B) Restriccion con
Enzima Pvull construcciones hechas con pDONR207
En la imagen se muestra un andlisis in silico con el programa SnapGene. El carril MW corresponde al Marcador de

peso molecular. El carril 1 es la construccion de pPDONR207 con MmCNIHI. El carril 2 es la construccion de

pDONR207 con MmGLUTI. B) En la imagen se muestra el patrén de digestion de los genes.

Posteriormente con un andlisis de restriccion experimental utilizando la enzima Pvull, en la
Figura 15B se observa el patron de digestion de un fragmento de 4,071 pb que corresponde al
gen MmCNIHI1 y los tres fragmentos de 3878 pb, 871 pb y 354 pb que corresponden al gen
MmGLUT]1, con lo cudl concluimos que los genes fueron clonados de manera correcta en el

vector debido a que el patréon de digestion experimental corresponde con el in silico .

Se enviaron a secuenciar las construcciones con los genes clonados a la Unidad de Secuenciacion
del Instituto de Biotecnologia-UNAM. La unidad de secuenciacién nos proporciona la secuencia
de los genes a través de un electroferograma con el cual se realiza el alineamiento con la

secuencia del gen (Fig. 16; Fig. 17; Fig. 18), utilizando el servidor EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
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CNIH1
pDOHR+CHIHL GARCTTATTITGACTGRTAGTGACCTGTTCET TGCARCARRTTGATGAGCARTGCTTTTIT

CNIH1 ATGECETTCACTTITCGOGGCCTTICTGE
pDCHR+CHIHL ATARTGCCAACTTTGTACARARARGCAGECTTCATGECETICACTTTCGCEECCTICTEE
T

CNIH1 TATRTGCIGG!
pDONR+CNIHL TATATGCIGG!
EE LT

CGCTGCTGCTCACCGCCECGCTCATCTTICTICGCCATCTGECACATCATR
CGCTGCTGCICACCGCCGCGCTCATCTICTICGCCATCIGGCACATCATA

GC
GC.

CNIH1 GCRTTTGATEAGCTGRAGACCEACTACRARGARCCCTATAGRACCAGTGCARTACCCTGRAD
pDONR+CNIHL GCATTTGRTGAGCTGRAGACCEACTACRAGARCCCTATAGRCCAGT GCRARTACCCTGRAD
T

CNIH1 CCTCITGICCTICC

GAGTACCTCATCCACGCGITCTICTGTSICATGITICICIGTGLG
AGTACCTCATCCACGCETTICTTCIGTETCATGITICTICTSTIGEE

pDCHR+CHIHL CCTCITGICCTICE
EETT

CNIH1
pDCONR+CNIHL

SCCTCRATATGCCCCTITTGGCATACCATATTTGGAGGETAT
CCTCAATATGCCCCTITIGGCATACCATRATTIGE 2T

CNIH1 ATGAGTAGACCAGIGATGAGCGECCCIGECCTICTATGACCCGACGACCATCATGRATGCA
pDONR+CNIHL ATGRAGTAGACCRAGIGATGAGCGECCCIGECCTICTATGACCCGACGACCATCATGARTGCR
EET

CNIH1 GACRTTCTAGCCTACTGICAGRAGGARGGATGGTGCARACTCECTITITACCTICTAGLS
pDONR+CNIHL GRCATTCTAGCCTACTGICRAGRAGGRAGGATGGTIGCARACTCGCTITTIACCTICTAGES
B e T T TR T T T P P e

CNIH1 TIITITITACTACCIATACGGCATGATCTATGTICIGETRAGCTCTITAG-—-————————~
pDONR+CNIHL ITITITIACTACCTATACGGCATGATCTATGTICTGETGAGCTCITAGGACCCAGCTTIIC
B T T T T T T T e

Figura 16: Alineamiento de MmCNIHI1 con electroferograma

.
MmGELOT1 MmGLUT1 GRGCCCCCGCTTCCTGCTCATCRATCG

pDONR207+MmGLUT1 Fud TRTRATGCCRACTITET pDONR207+MmELUT1Fwd GRECCCCCGCTTCCTECTCATCARTCE!

¥mGLUT1 GGECCGCCTCATGITG! MmGLUT1

pDONR207+MmGLUT 1 Fwd GGGCCGCCTCATGTTG PDONR207+MmGLUT1Fwd

¥mGLUT1 CACTGGIGTCATCARCGC! MmGLUT1 CTGTTCCGCTCACCCGCCTACCG
pDONRZ07+MmELUT1 Fwd CACTGETETCATCAACET PDONR207+MmGLUT1Fwd CTETTCCGCTCACCCGCCTACCE
MmGLUT1 CCRTCCACCRCRCTCACCACGCTITGGTICTCTCTCCGT MmGLUT1 CCAGCCCATCCICATCGECTIET

pDONR207+¥mELUT1 Fwd CCACCH L TCCCATCCACCACACTCACCACGCTITGEICTCTCTCCGT pDONR207+MmELUT1Fwd CCAGCCCATCCTCATCGCTET!

MmGELOT1 GECCATCTICICIGICEGEEEECATGATIGEITCCIICICIGICEECCICITIGTTARICE MmGLUT1 TGIGTICTACTACTCAACGAGCATCTTCGAGRAGECAGET GTECAGCAGCCTEIGTACGT
pDONR207+MmELUT1 Fwd GECCATCTICICIGICEEEEECATGATIGEITCCIICICIGICEGCCTICTITETTARICGE PDONR207+MmGLUT1Fwd TGTGTICTACTACTCARCGAGCATCTTCGAGRAGGCA-GTGTGCAGCAGCCTGTGTACGT
MmELUT1 CTTTGGCAGECGGAAC AACCTGTTGGCCTTIGTGECTGCTGTECT MmGLUT1 CACCATCGGCTCCGRTATCETCAACACGECCTTCACTGTGETGICECTEGTTTGTTGTAGA
pDONR207+MmGLUT 1 Fwd CTTTGGCAGGCGGRAC ARCCTGTTGGCCTTIGTGGCTGCTGTGCT PDONR207+MmELUT1Ewd CACCATCGECTCCGETATCETCARCACGG-CTICACTGT-GTIEICGCTGITISITGIARA

MmGLUT1 TATEEECTICTCCARAC T GEECARGTCCTTIGAGATGCTRATCCTRERCCED ATCAT MmGLUT1 GCGAGCTGGACGRACGGRCCCTGCACCTCATIGGCCTGGCTGGCATGECAGGCTGTGCTGT
pDONRZ07+MmGLUT 1 Fwd TATGGGCTTCTCCARACTGGECAAGTCCTTTGAGATGCTGATCCTGGECCEE ATCAT PLCNR207+MmELUT1Fwd GCEAGCT-GACGAC-GACCCTGCACCTCA-TGECCTGECT -GCATG--CAGCTETGCTIGT
— —

MmGLUTL TTGTECCCATETATETR GTGICACC MmELUTL GCTCATGACCATCGCCCT! TTGEATGTCCTATCTGAGCAT
pDONR207+MmGLUTL Fwd TIGTGCCCATETATETG! GTGTCACC pDONR207+¥mGLUT1 Fwd GCTCATGA-CATCGCT-— GR-CAT
i P n

MmELUT1 TACAGCTCTACETGERECCCTAGECACACTECACCAGCTGEERARTCETCEGTIGECATCCT MmGLUT1 CGIGECCATCITIGECTTIGTGECCTICTIIGAAGTAGECCCTGETCCTATTCCATEGTT
pDONRZ07+MmELUT1 Fwd TACAGCTCTACGTGEAGCCCTAGGCACACTECACCAGCTGEEAATCGTCGTIGECATCCT PDONR207+MmGLUT1 Fwd CGHGCCCATCTT--GCTTTGTE:

H% Kk RRREREE  RRERERE
MmGLUT1 TATTGCCCAGGTETTITEGCT TAGRCTCCATCATGGGCAATGCAGACTTGTGGCCTCTGCT MmGLUT1 CATTGIGRECCEAGCTET TCAGCCAGEEECCCCETCCTGCIGCTATTECTRTRECTGECTT
pDONRZ07+MmELUT1 Fwd TATTGCCCAGETETITEGCT TAGRCTCCATCATGEECARTGCAGACTIGTGECCTCIGCT POCHRZ07+MmELUT1Ewd

Figura 17: Alineamiento de secuencia Forward de MmGLUT]1 con electroferograma
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ATGATGCGEGAGRAGRAGETCACCATCTIC

CTGCAGGAGATGAAACANGAGEETCEECAGK SAAGRAG
CA-GAGATG-AAGAAGAGGTC--GCAGATEATECE———EAGAGAAGTCACCATC-TG
*E * * EEEE L LTS *H * REEEEERERE kR
GAGCTETTCCRCTCACCCRCCTA-CORCCARCCCATCCTCATCECTETGRTGCTCCAGT
GAGCTG-TCCGCTCACCCGCCTACCCECCAGCCCATCCTCATCACTETGETGCTCCACT
T PP
GTCCCAGCAGCTETCEEETATCARTGCTCTCTTCTACTACTCAACCACCATCTTCCACRR
BTCCCARCARCTETCEEETATCART BCTRTETTCTACTACTCAACEARCATCTTCEARRR
A
GECAGETETECAGCARCCTETGTACECCACCATCERCTCCRETATCETCARCACERCETT
GECAGETETECAGCAGCCTETGTACECCACCATCEECTCCGETATCETCARCACEECCTT
e A

CACIGTGETGTCGCIGTTTGI IGTAGRAGCGAGCTGERCGRCGERCCCTGCACCTCATIGE
CACTGTGETGTCGCTGTTTGTIGTAGAGCE.

D T T T

GAGCTGGRACGACGERACCCTGCACCTCATIGS

CCTGGCTGECATGECAGECTGTGCTGTGCTCATGACCATCGCCCTGGCCTIGCTGRRACG
CCTGGCTGECATGECAGECTGTGCTGTGCTCATGACCATCGCCCTGGCCTIGCTGRRACG
T e e

GCIGCCTIGGATETCCTATCTGAGCATCGTGECCATCTTIGECTITGTIGGCCTICTITGA
GCIGCCTIGGATETCCTATCTGAGCATCGTGECCATCTTIGECTITGTIGGCCTICTITGA
L e T T

AGTAGECCCTEETCCTATTCCATGETTCATIGTGECCEAGCTETTCAGCCAGEEECCCCE
AGTAGECCCTEETCCTATTCCATGETTCATIGTGECCEAGCTETTCAGCCAGEEECCCCE
B Tt T T T PP e

TCCIGCTECTATTECTGTGECTGECTICTCCARCTGERACCTCARACTTCATTGTGGECAT
GCTGCTATTGCTGTGECTGECTICTCCRACTGEACCTCARACTTCATTGTGGGECAT
B Tt T T T PP e

MmGLUT1
pDONR20T7T+MmELUT1Rev

MmELUT1
pDONR207+MmGLUT1Rev

MmGLUT1
PDONRZOTHMmELUT1REV

CCICGIGCICTITCTICATCTICACCTACTTCARRGTCCCTGRAGRCCARRGGCCGRARCCTT
CCTCGTGCICTTCTICATCTTCACCTACTTCARRGTCCCT GAGACCARAGECCGARCCTT
R T T T T

CGRTGRGATCGCTTCCGGCTTCCG

CGATG! :AT_;;TTCCC;CTT;;CCCrEcEG:c GCCRGCCRRLE Cr:;}:;fr;;;;;
B T T T T T T T T Ty

GEAGCTCTICCACCCTCTGEGEECEEACTCCCARGTG

GEGEECEEAC
GGRGCTCTICCACCCTCTGEEEECEERCTCCCARGTGGRCCCAGCTTICTTGTACRRRGT

R AR R AR R AR E AR AR R AR R AR AR R RS

Figura 18: Alineamiento de secuencia Reverse de MmGLUT]1 con Electroferograma

El alineamiento nos permitido conocer que el gen se clond en el vector de forma correcta y sin

mutaciones. Posteriormente se realizd la reaccion de LR para transferir los genes del vector
destino (pDONR207) a los vectores de expresion (pMetYC y pNX32). Los genes fueron
clonados en los vectores pMetYC y pNX32 como se describe en la seccion 7.2.5, se realizod un

andlisis in silico con el programa SnapGene de los patrones de digestion de los genes en el

plasmido con la enzima Pvull (Fig. 19A).
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Figura 19: A) Analisis in silico de los sitios de corte de Pvull en la construccion de la LR y B) Restriccion con
Enzima Pvull construcciones hechas con pMetYC y pNX32

A) En la imagen se muestra un analisis in silico con el programa SnapGene. El carril MW corresponde al Marcador
de peso molecular. El carril 1 es la construccion de pDONR 207 con MmCNIH1. El carril 2 es la construccion de

pDONR 207 con MmGLUTI. B) En la imagen se presenta el patron de digestion de los genes

Posteriormente utilizando la enzima Pvull, en la figura 19B se observa el patron de digestion de
dos fragmentos de 5174 pb y 2138 pb del gen MmCNIHI1 y los tres fragmentos de 5777 pb, 2851
pb y 1216 pb del gen MmGLUT1 que corresponden al patron tedrico del SnapGene.

Posteriormente se realiz6 la transformacion en S. cerevisiae para llevar a cabo el ensayo mbSUS.

8.3.4 MmGLUT1 y MmCNIH1 mostraron poca fuerza de interaccion.

En la figura 20 se observo los dos ensayos de interaccion realizados en S. cerevisiae. En la
figura 20A se determind la interaccion entre MmGLUT1 y MmCNIHI1. La figura 20B es un
control de experimento de dos proteinas que previamente se comprobd su interaccion

(Rosas-Santiago et al., 2017). En nuestro ensayo de interaccion se tiene el medio control
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Diploide (DP). En este medio todas las levaduras mostraron un crecimiento debido a que los

medios contienen los aminoacidos Adenina e Histidina.

& »
4) Fods B o¢ o s
@59_6_;,0@?%@ ¢ & & g
Control Control
Oum Oum
500 puM
LacZ
MmGlutl ScQdr2

Figura 20: Ensayo mbSUS
Se realizaron dos ensayos mbSUS, en la figura A observamosla interaccion del Cornichon 1 con el transportador de
glucosa tipo MmGLUT1; en la figura B tenemos un experimento control, donde observamos la interaccion de la
proteina QDR2 de Saccaromyces cerevisae ya ha sido probada con ERV14.
Posteriormente tenemos nuestros medios de interaccion METO y METS500 los cuéles no tienen
Adenina e Histidina, van a crecer solo aquellas levaduras que posean una interaccion entre las
proteinas, ya que el carboxilo terminal de la ubiquitina estd unido al carboxilo terminal de la
proteina MmGLUT1 y a su vez tiene unido los factores de transcripcion LexA y VP16; el amino
terminal de la ubiquitina esta unido al amino terminal de MmCNIH1, por lo que si las proteinas
muestran una interacciébn cercana entre ambas, la ubiquitina se unira provocando que una
proteasa que liberara la ubiquitina la cual se desintegrara por el proteosoma liberando los factores
de transcripcion, uniéndose al promotor LexA, lo que permitira la transcripcion de los genes
Ade2 e His3, permitiendo asi sintetizar a la levadura por si sola los aminoacidos Adenina e
Histidina para que la levadura crezca en el medio. En el ensayo de interaccion proteina-proteina
en el medio METO se observo un ligero crecimiento entre las proteinas MmGLUT1 y MmCNIH]1,
lo que representa una interaccion débil entre ambas. La interaccion con el control de falsos

positivos (NUBG) no mostré un crecimiento tal como se esperaba, debido a que el amino
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terminal de la ubiquitina estd mutada, disminuyendo la afinidad por unirse con el carboxilo
terminal y provocando que la ubiquitina no se reconstituya, por lo que los factores de
transcripcion no seran liberados. Con el control de falsos negativos (NUBWT) siempre se
observard un crecimiento debido a que el extremo del amino terminal no esta mutado, por lo que
se unird espontdneamente al carboxilo terminal de la ubiquitina liberando asi los factores de
transcripcion, por lo que la levadura podrd crecer. En este ensayo también se determino la
interaccion de MmGLUT1 con ScERV14 y se observd que en estas hay un interaccion
medianamente fuerte entre ambas. En el medio Met 500 que contiene el metionina solo se
observa el crecimiento de NUBWT por ser el control de falsos negativos, en cambio con las otras
proteinas no se muestra un crecimiento debido a que el vector pMetYC tiene una region
promotora que es sensible a la presencia de metionina, la cual actia como un represor de la
transcripcion de GLUT1 por lo que disminuirian las células que transcriban este gen haciendo
que haya una disminucion tanto de transcrito como de la proteina MmGLUTI por lo que este
medio nos permite medir la fuerza de interaccion de las proteinas, si esta interaccion no es lo
suficientemente fuerte no se vera un crecimiento en el medio, en la interaccion de MmGLUT1 y
MmCNIHI no se observo un crecimiento al igual que la interaccion de MmGLUT1 y ScERV14
debido a la represion de la transcripcion. En los medios de falso positivo (NUBG) y falso
negativo (NUBWT) se puede observar que funcionan de manera correcta debido a que lo
visualizado en el medio de METO es lo esperado. El ensayo de LACZ nos permite observar el
cambio de la coloracion de las células de levadura a un color azul si hay una interaccion fuerte de
las proteinas debido a que en este ensayo depende de la codificacion de la enzima
B-galactosidasa y a su actividad sobre el X-Gal,este ensayo es mas astringente por lo que solo si
la interaccion es muy fuerte se va producir la suficiente [-galactosidasa para cambiar la
coloracion del compuesto X-Gal, ademas con el mapa de calor las levaduras que presenten el
cambio de coloracidn a azul se veran rojas y las que no presenten el cambio de coloracion seran
azules. En el ensayo se puede observar que la interaccion de MmGLUT1 y MmCNIHI no es tan
fuerte para que se produzca suficiente B-galactosidasa y esta convierta todo el sustrato. Mientras

que la interaccion de MmGLUT1 y ScERV 14 se ve de un nivel medio.
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En el segundo ensayo, el cual se us6 como control experimental se utiliz6 otra proteina de
transporte llamada QDR2 de S. cerevisiae, la cual ya habia sido probada su interacciéon con
ERV14 para tener un control con el cudl comparar y saber que el experimento se realiza de
manera correcta. (Fig. 20). En ¢l podemos observar la interaccion de ScCQDR2 con MmCNIHI1 y
ScERV14. ScQDR2 y MmCNIHI presentan una interaccion debil en conjunto de todos los
medios por lo anterior mencionado. Mientras que ScQDR2 y ScERV 14 tienen una interaccion

bastante fuerte.

Debido a los resultados obtenidos, podemos concluir que existe una débil interaccion de
MmCNHII con MmGLUT1 y que posiblemente ScCERV 14 tiene una interaccion con proteinas de

transporte de azucares.

8.3 Analizar la expresion génica de MmCNIH1 y MmGLUT]1 en el tejido del

timo en un modelo de raton diabético

8.3.1 Establecimiento de un modelo de raton diabetico a través del uso de la
estreptozotocina

Para estudiar la expresion génica de Cornichon en el tejido del Timo se establecid un modelo de
raton diabetico. Se obtuvieron 2 grupos de ratones. En el grupo experimental que fue tratado con
STZ tenemos una N=8 y en nuestro control que fue tratado con el buffer de citrato de sodio una
N=5. Se realiz6 un ayuno en los ratones de 4 horas, antes de las inyecciones de Estreptozotocina
(STZ) que provoca la destruccion selectiva de células B-pancreédticas provocando asi una
disminucién de la produccion de insulina y aumentando los niveles de glucosa en sangre. Las
inyecciones fueron realizadas durante 5 dias consecutivos. Posterior a esto se midio6 su glucosa, el
peso de los ratones y el peso de su alimentacion una vez a la semana durante 3 semanas. En la
segunda semana se pudo observar que los ratones contrajeron la enfermedad de diabetes debido a
la cantidad de orina que secretaban y por la medicion de su glucosa. En las graficas de consumo,

peso y glucosa se puede observar el comportamiento de los valores de los ratones (Fig. 21).
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Figura 21: Tablas de consumo de alimento, peso y glucosa en ratones tratados
A) Tabla de consumo de alimento: los ratones se alimentaron de manera igual en todo lo que durd el
experimento, sin embargo los ratones tratados consumieron mas alimento a partir de 14 dias que fueron
tratados con el medicamento. B) Tabla de peso: el peso de los ratones tratados con STZ fue menor a los
ratones que del grupo control. C) Tabla de glucosa: los ratones tratados con STZ después de 7 dias su

glucosa aument6 bastante, comparado con el grupo control. Ns= no significativo. * =P < (.05, ** =P <
0.01 y *** =P <0.001

Podemos observar que el consumo de alimento de los dos grupos se conservo igual hasta el dia
21 donde se mostrdé un consumo mayor por parte del grupo de ratones tratados a los controles. El
peso de los ratones tratados comenzd a disminuir a partir de los 7 dias y esta pérdida de peso se
mantuvo hasta los 21 dias. Los valores de glucosa tuvieron un cambio significativo en los ratones
tratados a partir del dia 7 donde la glucosa en sangre aumentd y a los 14 dias este nivel de

significancia aumento6 y se mantuvo hasta los 21 dias comparado al grupo control.
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8.3.2 Amplificacion de los cornichones en tejidos del timo con PCR punto final

Se realizé la amplificacion de cada uno de los cornichones en el tejido del timo, mediante la
utilizacioén de los oligos para PCR en tiempo real (Tabla 11) de los Cornichones y RPLPO para
poder ver la presencia o ausencia de los genes (Fig. 22), se puede observar la presencia de
MmCNHI4 que amplifica 170 pb que eran las esperadas para estos oligos, de igual manera la
presencia de RPLPO que es nuestro gen constitutivo se observa que se amplifica en 160 pb. Las

bandas observadas por debajo de las 100 pb son restos de oligos que estan oligomerizados.

Figura 22: PCR punto final de los Cornichones

Expresion de los CNIHs y el gen constitutivo RPLPO en el tejido del timo. * La linea de bandas marcadas con * son
restos de oligos dimerizados

8.3.3 El tratamiento con estreptozotocina disminuye la expresion de CNIH2

Se busca identificar si la expresion génica en el tejido del timo se modula por la presencia de un
alto contenido de glucosa en sangre. Para realizarlo, se planted hacer estudios de la regulacion de
la expresion génica a través de ensayos de la cuantificacion del mensajero por medio de PCR en
tiempo real, se utilizé el modelo de raton diabetico para evaluar el posible cambio de la expresion
de los homologos de MmCNIH en el timo, utilizando ratones de 11 semanas debido que el

tratamiento de STZ provoca muerte prematura en ratones mas pequefios de edad.
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Figura 23: PCR en tiempo real del modelo de ratén diabetico del gen CNIH en el tejido del Timo
Esta figura nos muestra la grafica obtenida de los experimentos realizados de PCR en tiempo real, para saber la
expresion del gen MmCNIH de los ratones tratados con STZ y del grupo vehiculo, las graficas muestran los niveles
de expresion de los cuatro cornichones de raton en condicion de diabetes y del grupo vehiculo que fue tratado solo
con citrato de sodio, se utilizd6 a RPLPO como nuestro gen endégeno. Los valores son los promedios + ES de 1
réplica técnica. Una prueba t-test de muestras no pareadas se uso para determinar la diferencia significativa entre las
muestras con un valor de ns= no significativo, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

Como gen endogeno se us6 a RPLPO (subunidad PO del tallo lateral de la proteina ribosomica)
para observar un posible cambio en la expresion génica de MmCNIH en los ratones que presentan
una condicion de diabetes con respecto a los que no. La metodologia empleada para ver este
cambio de la expresion génica fue el método AACt (Livak & Schmittgen, 2001). Los resultados
de la expresion génica de MmCNIH en el tejido del timo de ratones diabéticos mostraron que la
expresion de MmCNIH2 se reprime significativamente con respecto a los ratones sanos (Fig. 23).
Mientras que para MmCNIH1, MmCNIH3 y MmCNIH4 no se observo un cambio significativo en
cuanto a los niveles de transcritos. La mayor expresion relativa observada en el timo fue del
MmCNIHI, seguido de MmCNIH2 y MmCNIH4, mientras que la expresion mas baja observada
fue la del MmCNIH3 bajo una condicion de diabetes.

Por lo que se concluye que la regulacion de la expresion de MmCNIH1, MmCNIH3 y MmCNIH4
en el timo no esta sujeta a cambios por un aumento de glucosa, sin embargo la expresion de
MmCNIH2 se reprime en condiciones de diabetes por lo que podemos inferir que su expresion en

el timo esté regulada por el nivel de glucosa en raton.
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9. DISCUSION

La proteina Cornichon fue identificada inicialmente como un componente esencial de las
vesiculas de transporte COPII, localizdndose en RE y AG. Posteriormente se observd que el
cornichon es necesario para el transporte de un gran nimero de proteinas transmembranales.
Cornichon se identifico por primera vez en D. melanogaster donde recibidé nombre de Dni
(Bokel, et. al., 2005) y el ortdlogo Erv14 en S. cerevisiae se describid inicialmente como receptor
cargo de la proteina de membrana plasmatica AxI2p (Pérez-Linero A.M., 2016); estudios
posteriores han revelado que este receptor cargo es necesario para la exportacion del RE de
numerosas proteinas transmembranales cuyo destino es la ruta secretora o la membrana
plasmatica, tales como son los transportadores de la familia HXT los cuales son transportadores
de hexosas en levadura (Castillon ef al., 2009; Pagant et al., 2015). Los transportadores de la
familia HXT son muy posiblemente necesarios para que las células de levadura puedan crecer
adecuadamente, ya que al salir de manera eficiente del RE gracias a la presencia de ERV14
pueden anclarse en la membrana plasmatica donde pueden lograr translocar a la glucosa del
medio extracelular hacia el interior de la célula (Martinez-Morales, 2021, datos no publicados).
En 2005 Bokel y colaboradores realizaron un arbol filogenético de CNI que es el nombre que
recibe CNIH en la mosca e incluyeron a ScERV14, sin embargo el arbol no aborda a mas
especies. En nuestro analisis filogenético se mostrdé una mayor inferencia filogenéticas debido al
numero de especies utilizadas y observamos que de ERV14 divergen CNIH1 y CNIH4, y de esto
se infiere que son los mas ancestrales entre los 4 homologos presentes en el raton y a partir del
CNIH1 divergen CNIH2 y CNIH3, posiblemente debido a la evolucion tisular de los organismos
(Hardison, 2012). Durante la construccion del arbol filogenético el problema principal para
recuperar clados monofiléticos, fue encontrar secuencias de organismos, principalmente del
orden caudata, que pertenecen a la clase amphibia. De igual manera observamos que en CNIH1
los grupos no se recuperaron de forma correcta, se emparejaban de forma desordenada, muy
posiblemente debido a que la presion de seleccion de esta proteina es tal que a pesar de que los
organismos se encuentren en entornos tan diferentes, se mantiene. Todos estos homodlogos se
presume comparten la misma funcion entre ellos y Ervl4, qué es ser un receptor de proteinas

cargo y ayuda a que éstos se empaqueten en la vesiculas COPII que forman parte en la via
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secretora temprana. Debido a lo mostrado en el ensayo de interaccion, la proteina ScErv14
muestra interaccion con el transportador de glucosa MmGLUT], y en los estudios realizados por
Herzig y colaboradores en 2012 y de la tesis realizada en 2021 por Martinez-Morales respaldan
que los transportadores de hexosas son cargos de los cornichones, ademas en este mismo ensayo
pudimos comprobar que CNIH1 si tiene una interaccion débil con MmGLUT]1. Se puede observar
que CNIH1 y CNIH4 son los méas cercanos filogenéticamente a ERV14 (Fig.11) esto sugiere la
interaccion con proteinas de transporte de glucosa. En este proyecto se estudioé a la glandula del
timo en raton, ya que es un organo insulino dependendiente y necesita glucosa para que en ¢l
puedan diferenciarse y madurar los linfocitos T; en el mapa de expresion de raton pudimos
observar que hay una expresion de CNIHI1 y CNIH2, y se decidi6 trabajar con el CNIH1 debido
a los estudios realizados por Uktu en 1999 los que se muestran presencia de CNIH1 en los
linfocitos T cuando estos son estimulados con un aloantigeno, los cuales requieren de la entrada
de glucosa a través del transportador de glucosa GLUT1 (Macintyre et. al., 2014). Por lo que se
decidié evaluar la posible interaccion entre ambas proteinas realizando un ensayo mbSUS. Se
observd una interaccion débil entre estas proteinas (Fig. 20), lo cual indica que posiblemente
MmCNIHI no es el receptor cargo principal de GLUTI, sin embargo para poder descartar esta
idea, seria recomendable realizar un ensayo de interaccion entre la proteina MmGLUTI1 y
MmCNIH4. MmCNIH4 a pesar de no presentar un nivel de expresion en el Timo de acuerdo al

Atlas de expresion del raton (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home), se observo a través de un PCR en

tiempo real (Fig. 23) la expresion relativa de los genes cornichon, MmCNIH1 es el que mayor se
expreso en el timo, seguido del MmCNIH2 y MmCNIH4, mientras que el MmCNIH3 no mostrd
una expresion, comparando los datos con el Atlas de expresion del raton, la expresion del
MmCNIH4 no se muestra en el atlas, a diferencia de nuestro experimento. En el Atlas de
expresion de raton se muestra una presencia media de MmCNIH1 y una expresion baja de
MmCNIH2 en el timo, mientras que MmCNIH3 y MmCNIH4, sin embargo en el resultado del
PCR en tiempo real observamos una expresion relativa de MmCNIH1, MmCNIH2 y MmCNIH4
en el timo. Se establecid un modelo de raton diabético mediante la droga STZ para poder analizar
la expresion génica de los homdlogos de CNIH bajo una condicion de diabetes donde hay un

aumento de la glucosa por la destruccion selectiva de las células f-pancredticas, se estudiaron dos
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grupos diferentes de ratones, un grupo control y un grupo tratado con STZ, el tinico cornichon
que mostrd una variacion significativa en su expresion fue el CNIH2 (Fig. 23) donde el grupo
tratado reprime su expresion significativamente en comparacion con el grupo control,
posiblemente debido a que esta proteina es dependiente de la insulina, por lo cual es afectada por
una disminucion de la insulina en el organismo. La expresion de MmCNHI1 no es observada en
el PCR punto final (Fig. 22), sin embargo en el PCR en tiempo real se registrdo una expresion
relativa del transcrito (Fig. 23) debido a que las técnicas son diferentes, mientras que el PCR
punto final nos permite observar una presencia o ausencia cualitativa del transcrito, el PCR en
tiempo real nos permite cuantificar el nivel de expresion obtenido en cualquier momento de la
amplificacion mediante la sefal de fluorescencia, ademas los kits utilizados para la sintesis de
ADNCc fueron diferentes, mientras que el kit para el PCR en tiempo real fue SuperSCRIPT IV que
tiene una mayor nivel de sensibilidad y para el PCR punto final fue SCRIPT Jena que tiene una

menor sensibilidad.

60



10. CONCLUSION

La familia cornichon es una familia de proteinas de receptores cargo conservadas entre
eucariotas, que permiten el empaquetamiento de proteinas para su transporte en el trafico
vesicular. El arbol filogenético nos permitid6 conocer las inferencias filogenéticas de los
cornichones, asi como conocer las relaciones que hay entre los organismos y como esta proteina

se diversifico en ellos.

Se determind que MmCNIH1 y MmGLUT] tienen una interaccion débil por medio del ensayo
mbSUS.

Mediante el andlisis de PCR en tiempo real del modelo de raton diabetico se determin6 que la
expresion del gen CNIH1 no esta regulada por una alta concentracion de glucosa en sangre. Sin

embargo, el gen CNIH2 mostr6 una represion significativa en presencia de glucosa alta.
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11. PERSPECTIVAS

Se necesitan realizar mas estudios de expresion e interaccion sobre el papel de CNIH en
diferentes procesos de los organismos como lo son la respuesta inmunitaria, metabolismo o en
procesos de enfermedad como son la diabetes. Es posible realizar un estudio para conocer dentro
de los Linfocitos T el tipo de cargos que puede tener CNIH, y asi poder profundizar del tipo de

proteinas con las que puede tener interaccion CNIH en metazoarios.
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13. APENDICE

Preparacion de reactivos para proceso de inyeccion con STZ:

Tampon de citrato de sodio

Reactivos y materiales:

Reactivo / Material cantidad requerida Vendedor Numero de inventario
Citrato de Na (grado 1,47 g por 50 ml Fisher Scientific # BP 327-1
enzimatico)

Agua desionizada 50 ml
(ddH20)

medidor de pH

Procedimiento:
e Disolver 1,47 g de citrato de sodio en 50 ml de ddH20
e Pruebe el pH con un medidor de pH, ajuste el tamp6n a 4,5 pH con una solucion de citrato
de sodio monohidrato si es necesario.
e El tampdn debe renovarse con cada grupo de inyecciones.

e Coloque la cantidad adecuada de tamp6n en un tubo conico estéril.

Estreptozotocina (STZ)

Reactivos y materiales:

Reactivo / Material cantidad requerida Vendedor Numero de inventario
Estreptozotocina Sigma N.°S-0130
Tubo Eppendorf

Papel de aluminio

Procedimiento:
e Concentracion: 7,5 mg/ ml

e STZ debe almacenarse a —20 C para evitar la desecacion.
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e Pese la cantidad adecuada de STZ para que su concentracion final en el tampon de citrato
de sodio sea de 7,5 mg / ml y coloquela en un tubo Eppendorf; cubrir con papel de

aluminio (sensible a la luz).

Solucion de citrato de sodio STZ

Reactivos y materiales:

Reactivo / Material cantidad requerida Vendedor Numero de inventario

Tampodn de citrato de

sodio desde arriba

STZ pesado desde

arriba

Jeringa / aguja de

calibre 23 de 3 ml

Vial estéril vacio

Procedimiento:

e Concentracion: 7,5 mg / ml Posologia: 50 mg / kg raton

e No mezcle STZ en tampon hasta que esté listo para las inyecciones; el farmaco se
degenera en 15-20 minutos en solucion.

e Vierta el contenido del tubo Eppendorf (STZ) en el (tampdn) conico.

e Mezclar bien

e Aspire la soluciéon con una jeringa / aguja de calibre 23 de 3 ml (puede ser necesario
repetir esto varias veces dependiendo de la cantidad de solucion)

e Inyectar el contenido en el vial estéril vacio.

e El vial contiene una solucién para inyectar a los ratones.
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A. Preparacion del gel de agarosa

El porcentaje del gel de agarosa depende del tamafio de la banda que se desea observar. Para
bandas de tamafo pequeno (menos de 500 pb) se van a realizar geles de porcentaje entre 2 y 3%.
La agarosa se diluye en TAE 1X calentandolo para que se solubiliza. La cantidad de agarosa que
se requiere depende del porcentaje del gel sobre el volumen total (Gel de 1%: 0.2 g de agarosa/20
mL de buffer).

Preparacion de TAE 50x Para 1 L:
Se mezclard 242 g de Tris-base, 18.61 g de EDTA disddico, 57.1 mL de acido acético glacial y se

llevard a 1 L con agua destilada.

B. Protocolo para purificacion de gel

Purificacion de gel o producto

A. Disolver gel
1.- Después de la electroforesis, se corta la banda de ADN del gel y se coloca en un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se pesa.
2.- Se afiade 10 pl de la solucién de unién a la membrana por cada 10 mg del peso de la banda
cortada. Se vortexea e incuba entre 50 - 65 °C hasta que el gel esté completamente disuelto

B. Proceso de amplificacion de PCR (Productos)
1.- Afiadir un volumen igual de solucion de unidn a la membrana a la amplificacion de PCR.
Unién de ADN
1.- Insertar la columna SV al tubo de colecta
2.- Transferir la mezcla del gel disuelto o el preparado de PCR al ensamblado de la minicolumna.
Se incuba a temperatura ambiente por 5 minutos.
3.- Se centrifuga a 16000 x g por 1 minuto, se descarta el fluido sobrante y se reinserta la
minicolumna al tubo de colecta.

Lavado

71



4.- Se anade 700 pl de la solucidon de limpiador de membrana (con etanol afiadido), se centrifuga
a 16000 x g por 1 minuto.

5.- Se repite el paso 4 con 500 pl de la solucion de limpiador de membrana y se cetrifuga a 16000
X g por 5 minutos

6.- Se vacia el tubo de colecta y se vuelve a centrifugar la columna ensamblada por 1 minuto a
16000 x g.

Eulicion

7.- Con cuidado se transfiere la minicolumna a un eppendorf limpio de 1.5 ml

8.- Se afiade 40 pl de agua libre de nucleasas a la minicolumn. Se incuba a temperatura ambiente
por 5 minutos. Se centrifuga a 16000 x g por 1 minuto

9. Se descarta la minicolumna y se guarda el ADN a 4°C o a - 20°C

C. Protocolo para células quimiocompetentes

Preparacion de medios

Medio CCMB
10 mM KAc 196 mg
80 mM CaCl2 236¢
20 mM MnCI2 4 H20 800 mg
10 mM MgCl12 6 H20 400 mg
Glycerol 20 ml

Ajustar pH a 6.4 con 0.1 N HCIl (afiadir 3.5 ml)
Se esteriliza por filtracion
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Medio SOB

Reactivo 1L 500 ml
Bactrotriptona 20g 10g
Extracto de levadura 5¢ 25¢g
NaCl 584 mg 292 mg
KCl 186 mg 93 mg
Anadir 5 ml 2 M MgCl2 y se esteriliza por filtracion
Medio SB
Reactivo 100 ml 50 ml
Bactrotriptona 35¢g 1.75 g
Extracto de levadura 2g lg
NaCl 05¢g 025¢g

Esterilizar en Autoclave

Procedimiento:

1.- (1 dia) Se estrié una colonia de las células top 10 (cepa Dh5 alfa de E.coli) a una placa de LB
por la tarde y se incub6 a 37°C

2.- (2 dia) La siguiente manana, se inoculd una colonia durante la mafiana en 5 ml de medio SB y
se incubo a 37°C

3.- (2 dia) Esa misma tarde, se inoculd en 500 ml de medio SOB a una OD=0.002 (cerca de las 6
de la tarde) a 25°C

4.- (3 dia) Se crecieron a una OD=0.3 (cerca de las 8:30 am a 9:00 estan listas) nunca se deja que

se pase sobre 0.3
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5.- Se virti6 el cultivo de TOP 10 en botes de centrifugacion, botes de 250 ml (previamente
enfriados en el congelador), y se centrifug6 a 3000 g (4200 rpm) por 10 minutos a 4°C

6.- Se virti6 el sobrenadante (se descarto)

7.- Se resuspendi¢ el pellet en 30 ml de medio CMBS80 girando suavemente en hielo

8.- Se afiadi6 en 50 ml de medio CCMBS80

9.- Se colocd en hielo por 20 min

10.- Se centrifugd a 3000 g (4200 rpm) por 10 minutos a 4°C

11.- Se descarto todo el sobrenadante

12.- Se resuspendio el pellet en 4 ml (2 ml de cada una) de medio CCMBS80 en frio girando
suavemente el boté en hielo

13.- Realizaron alicuotas (50 ul) en tubos ependorff de 1.5 ml y se guardan en el congelador

-80°C

D. Aislamiento de ADN plasmidico por lisis alcalina (miniprep)

° Para llevar a cabo el aislamiento de ADN plasmidico por lisis alcalina, inicialmente se
obtuvo un cultivo en medio liquido conteniendo el antibiotico apropiado.
° Se inoculd un tubo Falcon de 15 ml conteniendo 5 ml de medio LB, con una sola colonia

bacteriana y se dejo incubandose a 37 °C con agitacion constante durante 12 h.

° Posterior a esto se transfirio 1.5 ml a un tubo Eppendorf.

° Después de este tiempo, el cultivo se centrifugd a 12,000 rpm durante 30 segundos.

° Se retird el sobrenadante por aspiracion dejando la pastilla de bacterias lo mas seco
posible.

° Las células se resuspendieron en 200 pl de la solucion I (25 mM Tris-HCL pH 8.0, 50
mM de EDTA).

° Se les agregd 200 pl de la solucion 11 (0.2 M NaOH, 1% SDS) y se mezcld de 5 a 6 veces
suavemente por inversion, evitando permanecer en este paso por mas de 3 a 5 min.

° Inmediatamente después, se agregaron 200 ul de solucion IIT (5 M KOAC pH 4.8, acido
acético 11.5 % v/v) fria, se invertird suavemente hasta observar un precipitado blanco y se incubd

en hielo durante 5 min.
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° Después de este tiempo, las células lisadas se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min; y se
recupera el sobrenadante, y se coloco en un tubo nuevo.

° Se agreg6 1 uL de RNasa y se incub6 a 37° durante 10 minutos.

° Se agregaron 600 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclo muy
bien en un vortex.

° Se centrifugd por 5 min a 13,000 rpm a temperatura ambiente.

° Se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se le afadieron 600 pl de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcld bien en vortex y se centrifugd a 13,000 rpm por
5 min a temperatura ambiente.

° Se transfirié la fase superior a un tubo nuevo y se anadiéo 1 ml (o dos volimenes) de
etanol al 100% frio, se mezcld bien y se incubd en hielo durante 2 a 5 min.

° Después se centrifugé a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C, se elimin6 el sobrenadante, y
la pastilla se lavod con 500 pl de etanol al 70% dejandose secar durante 5 min.

° Finalmente la pastilla se resuspendio en 30 pul de agua milliQ.

E. Preparacion de medios de cultivo para levadura:

Medio Cub
Reactivo 1 Litro
Drop out 0.545 g 0.054 g
Yeast without amino acid nitrate base 1.7¢g 0.17¢g
Sulfato de amonio 5¢g 05¢g
Glucosa 30g 3g
Agar 20¢g 2g
Adenina 10 ml 1 ml
Triptofano 2 ml 400 pl
Uracilo 10 ml 1 ml

75




Medio Nub

Reactivo 1 Litro
Drop out 0.545 g 0.054 g
Yeast without amino acid nitrate base 1.7¢g 0.17 ¢
Sulfato de amonio 5¢g 05¢g
Glucosa 30g 3g
Agar 20¢g 2g
Adenina 10 ml 1 ml
Histidina 2 ml 400 pl
Leucina 24 ml 4.8 ml
Medio de apareamiento — YPD
Reactivo 1 Litro 100 ml
Extracto de levadura 10g lg
Peptona 20g 2g
Glucosa 20g 2g
Agar 20g 2g
Adenina 30 ml 3 ml
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Medio Diploide

Reactivo 1 Litro
Drop out 0.545 ¢ 0.054 g
Yeast without amino acid nitrate base 1.7¢ 0.17 g
Sulfato de amonio 5¢g 05¢g
Glucosa 30g 3g
Agar 20¢g 2g
Adenina 10 ml 1 ml
Histidina 2 ml 400 pl
Medio de interaccion — Metionina
Reactivo 1 Litro 100 ml
Drop out 0.545 ¢ 0.054 ¢
Yeast without amino acid nitrate base 1.7¢g 0.17 g
Sulfato de amonio S5¢g 05¢g
Glucosa 30g 3g
Agar 20¢g 2g
Metionina 7.5 ml 750 ul
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F. Tabla de especies utilizadas para el Arbol Filogenético

Especie Filum Clase
Aedes aegypti Arthropoda Insecta
Alligator mississippiensis Chordata Sauropsida
Ambystoma mexicanum Chordata Amphibia
Anolis carolinensis Chordata Reptilia
Betta splendens Chordata Actinopterygii
Brettanomyces bruxellensis Ascomycota Saccharomycetes
Caenorhabditis elegans Nematoda Secernentea
Callorhinchus milii Chordata Chondrichthyes
Capitella teleta Annelida Polychaeta
Carcharodon carcharias Chordata Chondrichthyes
Centruroides sculpturatus Arthropoda Arachnida
Chelonia mydas Chordata Sauropsida
Chrysemys picta Chordata Reptilia
Columba livia Chordata Aves
Crocodylus porosus Chordata Sauropsida
Danio rerio Chordata Actinopterygii
Dibothriocephalus latus Platyhelminthes Cestoda
Drosophila melanogaster Arthropoda Insecta
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Dugesia Japonica Platyhelminthes
Entamoeba dispar Amoebozoa Archamoebae
Entamoeba histolytica Amoebozoa Archamoebae
Erpetoichthys calabaricus Chordata Actinopterygii
Galleria mellonella Arthropoda Insecta
Gallus gallus Chordata Aves
Geotrypetes seraphini Chordata Amphibia
Helobdella robusta Annelida Clitellata
Hirundo rustica Chordata Aves
Homo sampiens Chordata Mammalia
Hydra vulgaris Cnidaria Hydrozoa
Hypsibius dujardini Tardigrada Eutardigrada
Lottia gigantea Mollusca Gastropoda
Lytechinus variegatus Echinodermata Echinoidea
Mizuhopecten yessoensis Mollusca Bivalvia
Mus musculus Chordata Mammalia
Nanorana parkeri Chordata Amphibia
Nematostella vectensis Cnidaria Anthozoa
Octopus bimaculoides Mollusca Cephalopoda
Octopus sinensis Mollusca Cephalopoda
Odocoileus virginianus Chordata Mammalia
Ophiocordyceps unilateralis Ascomycota Sordariomycetes
Pantherophis guttatus Chordata Sauropsida
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Patiria miniata Echinodermata Asteroidea
Pecten maximus Mollusca Bivalvia
Piaya cayana Chordata Aves
Podarcis muralis Chordata Sauropsida
Priapulus caudatus Priapulida Priapulimorpha
Python bivittatus Chordata Sauropsida
Ramazzottius varieornatus Tardigrada Eutardigrada
Rattus norvegicus Chordata Mammalia
Rhinatrema bivittatum Chordata Amphibia
Rhincodon typus Chordata Chondrichthyes
Saccharomyces cerevisiae Ascomycota Saccharomycetes
Saccoglossus kowalevskii Hemichordata Enteropneusta
Sinocyclocheilus rhinocerous Chordata Actinopterygii
Stegodyphus mimosarum Arthropoda Arachnida
Strongylocentrotus purpuratus Echinodermata Echinoidea
Trichoplax adhaerens Placozoa Trichoplacoidea
Trichoplax sp Placozoa Trichoplacoidea
Xenopus laevis Chordata Amphibia
Xenopus tropicalis Chordata Amphibia
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G. Glosario
ARF1: Factor 1 de ribosilacién de ADP.
Auxotrofia: Indica la imposibilidad para un organismo de sintetizar un compuesto organico

Células dendriticas: Las células dendriticas (CDs) son leucocitos que juegan un importante
papel tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, siendo las células presentadoras de
antigeno mas potentes que existen y con la capacidad tinica de activar linfocitos T colaboradores
que no han tenido contacto antigénico previo.

Células endoteliales: Una célula endotelial es un tipo de célula aplanada que recubre el interior
de los vasos sanguineos y sobre todo de los capilares, formando parte de su pared.

Células epiteliales: Las células epiteliales ayudan a proteger los 6rganos; algunas producen
moco u otras secreciones. Las células epiteliales son las células que recubren las superficies
interna y externa del cuerpo, formando masas o capas celulares (epitelio).

Células hematopoyéticas: A partir de esta célula multipotencial llamada célula madre
hematopoyética o progenitora se originan todas las células sanguineas: eritrocitos, leucocitos (que
incluyen los distintos linfocitos) y plaquetas.

Células mesenquimales: Las células madre mesenquimales (CMM) pueden dar lugar a varios
tipos de células de los tejidos esqueléticos, como el cartilago, el hueso y la grasa.

Células Teff: Células efectoras
Células Treg: Células reguladoras

Citocinas: Las citocinas son un grupo de proteinas y glicoproteinas producidas por diversos tipos
celulares que actian fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmunitarias e
inflamatorias.

COPI: Es un complejo multiproteico que al ensamblarse forma una cubierta que recubre y da
forma a vesiculas trasportadoras de proteinas y lipidos desde la cara Cis del Aparato de Golgi de
retorno al Reticulo Endoplasmatico Rugoso (ER), donde fueron originariamente sintetizadas y
entre compartimentos del propio Golgi. Este tipo de transporte es denominado transporte
retrogrado. El nombre de COPI se refiere al complejo proteico de revestimiento especifico que
inicia el proceso de formacion de vesiculas en la membrana cis-Golgi.

COPII: COPII (Coat complex protein II) es un coatomero, un complejo de proteinas de cubierta
vesicular, responsable del transporte vesicular desde el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
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hasta el aparato de Golgi (AG). El complejo multiproteico COPII consiste en los subcomplejos
proteicos que llevan a cabo la formacion de una vesicula de secrecion de material reticular.

ERES: Sitio de salida del reticulo endoplasmatico.

Fusogeno: Se denomina “fusdgeno” a aquéllas proteinas necesarias para que se produzca la
fusion de membranas que intervienen directamente en este proceso.

GAP: Las uniones gap (GJs) son canales o poros en la membrana lipidica que permiten el paso
bidireccional de iones y pequeias moléculas, como el ATP, el cAMP, el IP3, el glutamato u otras
moléculas de tamafio menos a 1 kD como microARN (miARNs), de una célula a otra adyacente.

GPCR: Receptores acoplados a proteinas G.

GRK (Quinasas de receptores acoplados a proteinas G): Las GRKs son quinasas que
especificamente reconocen y fosforilan GPCRs cuando estan activados, lo que provoca la unién
de proteinas citosolicas denominadas arrestinas, que bloquean la capacidad de los GPCR de
interactuar con proteinas G, conduciendo a una rapida desensibilizacion

Hematopoyésis: La hematopoyesis es la produccion de células sanguineas (hema, “sangre”;
poiesis, “formacion”).

Inmunocompetente: Que es capaz de producir una respuesta inmunitaria normal.

MHC: La identificacion de células que son capaces de reconocer el complejo de
histocompatibilidad principal (MHC) en la presentacion de antigenos a las células T.

OREF: Marco abierto de lectura es una porcion de una molécula de ADN que cuando se traduce a
los aminoacidos, no contiene codones de terminacion. El codigo genético lee secuencias de ADN
en grupos de tres pares de bases, esto significa que, en una molécula de ADN de doble hebra, hay
6 posibles sentidos en los que pueden abrirse marcos de lectura --tres en direccion hacia adelante
y tres en reverso. Un marco abierto de lectura larga es probable que sea parte de un gen.

Promielocitos: Son los que daran origen a los diferentes mielocitos y, éstos, a su vez, maduraran
en metamielocitos. Durante este proceso llamado hematopoyésis, se iran definiendo segun el tipo
de célula en el que se vayan a transformar: basoéfilos, eosinofilos, neutrofilos o monocitos.

Proteina cargo: Cualquier proteina que se transporta dentro de las vesiculas del trafico vesicular
(es decir, desde el reticulo endoplasmico hasta el aparato de Golgi y la membrana plasmatica).

Receptor cargo: Los receptores cargo atraviesan una membrana (ya sea la membrana plasmatica
o la membrana de una vesicula), uniéndose simultineamente a las proteinas cargo y a los
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adaptadores de la capa, para reclutar de manera eficiente proteinas solubles a las vesiculas
nacientes.

Ribosilacion: La ribosilacion de ADP es la adicion de uno o mas restos de ADP-ribosa a una
proteina. Es una modificacion postraduccional reversible que estd involucrada en muchos
procesos celulares, incluida la sefializacion celular, la reparacion del ADN , la regulacion de
genes y la apoptosis.

TEC: Células Epiteliales timicas.
TCR: Receptor de células T.

TMD: Dominio transmembrana o dominio de membrana integral IMD
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H. Abreviaturas
AG: Aparato de Golgi
APC: Célula presentadora de antigeno
Cargo: Proteina cargo
COPII: Complejo proteico 2

CNHI: Cornichon

ERGIC: Compartimento intermedio del Reticulo endopldsmico-Golgi

ERES: Sitio de salida del reticulo endoplasmatico

NK: Linfocitos citoliticos naturales

MHC: Complejo de histocompatibilidad mayor
GAPDH: Glicerol aldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GLUT1: Sistema facilitador del transporte de glucosa 1
PAIRS: Anélisis de Emparejamiento de Receptores Cargo
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RE: Reticulo endoplasmico

RER: Reticulo endoplasmatico rugoso

SGLT: Transportadores de glucosa acoplados a sodio
SNARE: Receptores de proteinas de fijacion soluble
STZ.: Estreptozocina

TCA: Acido tricarboxilico
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TCR: Receptor de linfocitos T

VTC: Complejo tubular vesicular
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