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Resumen

La neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MEN1) es un sindrome tumoral raro causado
por mutaciones puntuales en el gen Menl que codifica para la menina. La investigacion de
la menina en el desarrollo de MENL1 es limitado. Actualmente, se han reportado tres
organismos modelos dicha enfermedad: pez cebra, murinos y Drosophila melanogaster. Se
ha determinado que el gen Menl1 humano contiene una alta ortologia con el gen Mnnl de
D. melanogaster, siendo un excelente modelo para la enfermedad. El objetivo del estudio
fue la generacion de pldsmido recombinante pCR2.1-TOPO-Mnnl con el potencial de
silenciamiento del gen Mnnl en D. melanogaster como un organismo modelo de MENL1.
Para ello, se llevo a cabo el aislamiento de ARN de individuos adultos machos y hembras
de la mosca, seguido de la sintesis de ADN complementario (ADNCc). La amplificacion del
gen Mnnl, con la secuencia del promotor T7 en ambos sentidos, fue alcanzada con dos
métodos distintos: PCR convencional y PCR anidado. Seguidamente, se realiz6 la insercion
del fragmento del gen Mnn1 en el vector plasmidico, pCR2.1™-TOPO® y fue visualizado
en un gel de agarosa. En conjunto, los resultados demostraron que se alcanzé la produccion
exitosa de un plasmido recombinante con el potencial de silencimiento del gen Mnn1 en
individuos adultos de D. melanogaster. En futuras investigaciones se recomienda la
generacion de distintos fragmentos del gen Mnnl para evaluar la eficiencia de
silenciamiento en experimentos in vivo. También, la optimizacién de PCR para alcanzar
una amplificacién reproducible para el fragmento del gen diana.



Abstract

Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENZ1) is a rare tumor syndrome caused by point
mutations in the Men1 gene encoding menin. Research based on menin in the development
of MENL1 is limited. Currently, three model organisms for MEN1 have been reported:
zebrafish, murine, and Drosophila melanogaster. It has been determined that the human
Menl gene contains high orthology with the Mnn1 gene in D. melanogaster, thus being an
excellent model to study the biology of this disease. The main aim of this study was to
generate a recombinant plasmid pCR2.1-TOPO-Mnn1 with the potential to silence the
Mnnl gene in D. melanogaster as a model organism for Menl. For this purpose, RNA
isolation from adult male and female individuals of the fly was carried out, followed by the
synthesis of complementary DNA (cDNA). Using polymerase chain reaction (PCR) the
Mnnl gene was amplified with the T7 promoter sequence in both directions. Next, the
Mnnl gene fragment was inserted into the plasmid vector, pCR2.1™-TOPO® and was
visualized on an agarose gel. Taken together, these results show that the successful
production of a recombinant plasmid with the potential to silence the Mnnl gene was
achieved with potential to be used in adult D. melanogaster individuals. In future research,
the generation of different fragments of the Mnn1 gene is recommended to evaluate the
silencing efficiency in in vivo experiments. Also, PCR optimization to achieve reproducible
amplification for the target gene fragment.
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1. Introduccion

Histéricamente los modelos animales permiten comprender el funcionamiento de los
genes involucrados en procesos fisiopatoldgicos, asi como el desarrollo clinico de la
enfermedad. En el caso del cancer, los modelos animales han sido fundamentales para el
estudio de la biologia del tumor, el funcionamiento del gen y para futuros estudios
preclinicos que conducen a la generacion de nuevas terapias. Para el estudio de la neoplasia
endocrina multiple tipo 1 (MEN1) se han utilizado diversos modelos animales mediante la
introduccién de mutaciones causantes de pérdida de funcion en los ortélogos del gen Menl
en humanos. Los posibles modelos animales actualmente disponibles para MEN1 son
Danio rerio (pez cebra), murinos, y Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) (Mohr &
Pellegata, 2017).

La mosca de la fruta se ha destacado como organismo modelo; posee una corta
esperanza de vida y a su vez, un tiempo de generacion rapido. Ademas, el mantenimiento
es de bajo costo y cuenta con métodos bien establecidos para la alteracion del genoma.
También, ha demostrado su similitud genética en humanos, ya que incluye el gen Mnnl
que es ortélogo al gen Menl humano. Esto representa una ventaja para el estudio de la
menina, debido a que cuenta con un 46% de identidad global con la menina humana (Brandi
etal., 2021).

Actualmente se han descrito tres estudios donde se generan deleciones del gen Mnnl
en embriones de D. melanogaster. Estos estudios establecieron las bases del
funcionamiento del gen en los procesos celulares. Recientemente, en una investigacion se
observo que la expresion del gen Mnnl es mayor durante la etapa adulta de la mosca, y
muy baja durante las etapas tempranas del ciclo de vida (Vidaurre Pinto, 2022). A pesar
de que la mosca de la fruta ha demostrado su gran potencial en el estudio de cancer, la
cantidad de estudios para MEN1 es muy reducida, limitando la comprension del
funcionamiento del gen Mnn1 durante el desarrollo de la enfermedad.

El presente trabajo de graduacion en modalidad de tesis tiene como objetivo generar
plasmido recombinante con potencial para el silenciamiento del gen Mnn1l en individuos
de D. melanogaster como un posible modelo de MEN1. Esto brindara las herramientas
necesarias para producir lineas transgénicas de mosca de la fruta y permitira comprender a
mayor profundidad el funcionamiento de la menina, asi como el papel fisiologico en la
regulacién celular.



2. Objetivos
2. 1 Objetivo general

Generar el plasmido recombinante, pCR2.1-TOPO-Mnnl, con potencial de
silenciamiento del gen Mnn1 en individuos adultos de Drosophila melanogaster.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar la cantidad de ARN extraido de individuos adultos machos y hembras de
D. melanogaster en diferentes tiempos de la vida adulta.

e Producir ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN extraido de individuos
adultos machos y hembras de D. melanogaster.

e Amplificar mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el fragmento del
gen Mnn1 con la secuencia del promotor T7 afiadida en ambos sentidos.

e Realizar la insercion del fragmento amplificado mediante PCR en el vector
plasmidico pCR™2,1-TOPO® con potencial de silenciamiento del gen Mnnlen D.
melanogaster.



3. Justificacion

Los tumores neuroendocrinos (NET) representan un pequefio segmento de canceres de
baja prevalencia en la poblacion. La neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MENL1) es el
grupo de NET mas frecuente, en su gran mayoria causado por mutaciones puntuales en el
gen Menl, que codifica para la proteina menina (McDonnell et al., 2019). Sin embargo, su
investigacion es muy limitada para entender a profundidad el papel de la menina en la
regulacion celular; asi como durante el desarrollo de MENL1.

El potencial de Drosophila melanogaster (mosca de la fruta ) como un modelo animal
ha sido ampliamente explorado para el entendimiento de muchos procesos fisiopatologicos
incluidos enfermedades infecciosas, cardiometabolicas, neurodegenerativas, cancer, entre
otras (Belmonte et al., 2020; Gracheva et al., 2022; Mirzoyan et al., 2019b). Sin embargo,
para el estudio de MEN1 Gnicamente se han descrito tres modelos generados mediante la
delecion de segmentos del gen Mnnl de la mosca (Busygina et al., 2004; Cerrato et al.,
2006; Papaconstantinou et al., 2005).

El disefio de un plasmido recombinante con potencial del silenciamiento del gen Mnn1l
de la mosca de la fruta, permitird generar lineas transgénicas de mosca con la posibilidad
de replicar el aspecto celular y clinico de MENL1. De esta forma, se podran realizar estudios
mas detallados sobre el efecto de la menina como supresor de tumores, asi como de
activador y represor de multiples vias de sefializacion indispensables en el funcionamiento
celular.

Actualmente, en Guatemala no se ha establecido ninguna linea de investigacion con la
mosca de la fruta. Este proyecto es un gran precedente en la investigacion biomédica del
pais. Por primera vez se tendran las herramientas para poder generar organismos
transgénicos de D. melanogaster; dando paso a diversas lineas de investigacion sobre
cancer, neurologia, cardiologia y metabolismo, entre otras enfermedades de interés a nivel
nacional.



4. Marco tedrico
4.1 Cancer

4.1.1 Biologia celular

El cancer ha sido motivo de una gran cantidad de estudios en paises lideres en ciencia.
Su estudio comprende desde los mecanismos celulares de crecimiento y proliferacién
celular desmedido, hasta la blasqueda de tratamientos dirigidos a la resistencia de
mecanismos. El cancer comprende un grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento desmedido y anormal de células que se diseminan por naturaleza a diferentes
tejidos (van Vugt & Parkes, 2022).

Los marcadores del cancer se definen como el conjunto de condiciones que son
adquiridas por las células humanas durante la transicion del crecimiento celular normal
hasta el estado proliferativo que conduce a la formacion de tumores malignos (Hanahan,
2022). Hanahan y colaboradores (2000), tras una bdsqueda exhaustiva de los genotipos de
células cancerosas, identificaron por primera vez las alteraciones esenciales de la fisiologia
celular que dictan el crecimiento maligno de tumores: autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion de apoptosis,
muerte celular (apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e
invasion de tejidos y metastasis (Hanahan & Weinberg, 2000). En el progreso de la
investigacion del cancer posterior a esta publicacion, se cuestiond la formulacion original
de estos marcadores. Se plantearon nuevos conceptos sobre la biologia tumoral que podrian
incluirse en esta lista (Hanahan & Weinberg, 2011). En la elaboracién maés reciente, se
posee un conocimiento complejo en donde se ha podido demostrar que se comprenden hasta
10 marcadores del cancer; los marcadores distintivos se incluyen en esta nueva
representacion junto con la evasion del sistema inmune y la desregulacién del metabolismo
celular (Figura 1, izquierda). Gracias al descubrimiento de los marcadores es posible
comprender la complejidad de fenotipos y genotipos del cancer (Hanahan, 2022)
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Figura 1. Los ocho marcadores distintivos del cancer junto con dos caracteristicas claves recientemente
identificadas. Actualmente, se incluyen ocho marcadores distintivos del cancer junto con dos caracteristicas
de gran importancia. Los primeros seis marcadores fueron propuestos en 2000 y los dos marcadores
emergentes fueron introducidos en 2011 (izquierda)

(Hanahan, 2022).

La inestabilidad gendmica junto con el estado proinflamatorio, son un rasgo
caracteristico de las células tumorales. Los niveles elevados de la inestabilidad genémica
se asocian al conjunto de mutaciones somaéticas y hereditarias en los diferentes mecanismos
de reparacion de ADN. Estos defectos pueden conducir a aberraciones genémicas, uso de
mecanismos de reparacion no conservativos como union de extremos no homdlogos
(NHEJ, por sus siglas en inglés) y colapsos en las horquillas de replicacién junto con
ruptura de ADN de doble hebra (dsDNA). Al no contar con mecanismos de reparacién en
los puntos de control inmunitario de la division celular pueden sufrir mutaciones o
alteraciones. Esto conduce a una proliferacion celular y crecimiento descontrolado de las
células que favorece la formacion de tumores (van VVugt & Parkes, 2022).

Los tumores son un conjunto de células huésped infiltrantes y residentes, factores
secretados y matriz extracelular (Anderson & Simon, 2020a). Las células tumorales
modifican ambientes moleculares y fisicos de los tejidos en los que se encuentran para
favorecer su crecimiento y desarrollo en el huésped (De Palma et al., 2017). Por lo tanto,
la composicion de los microambientes tumorales (TME, por sus siglas en inglés) varia
segun el tejido y el tipo de tumor, pero en su mayoria incluyen células del estroma, células
inmunitarias, matriz extracelular y vasos sanguineos (Anderson & Simon, 2020a). Ademas,
los TME se han asociado con respuestas a los inhibidores de puntos de control inmunitario.
Por ello, es de suma importancia comprender cémo el cancer gendémicamente inestable
posee mecanismos de adaptacién de los inhibidores del punto de control inmunitario, ya
que pueden ser objetivo terapéutico (Anderson & Simon, 2020b).



4.1.2 Epidemiologia

4.1.2.1 Contexto a nivel mundial

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2019, el cancer fue considerado
la primera o segunda causa de muerte en adultos mayores de 70 afios en 112 paises
aproximadamente (WHO, 2020a). Debido a la magnitud y distribucién del cancer, esto
representa un obstaculo para el aumento de esperanza de vida en la mayoria de los paises
del mundo.

En 2020, Sung y colaboradores, realizaron una investigacion de la incidencia y
mortalidad del cancer a nivel mundial. La Figura 2 muestra la incidencia de canceres mas
comunes y las principales causas de muerte por cancer segun el sexo (Liang et al., 2021).
En los hombres, el cancer de prostata representa el cancer diagnosticado con mayor
frecuencia (14.3%), seguido del cancer de pulmén (14.1%), el cancer colorrectal (10.6%)
y el cancer de estobmago (7.1%). Por el otro lado, el cancer diagnosticado con mayor
frecuencia en mujeres es el cancer de mama (11.7%) y el cancer de pulmon (11.4%). Cabe
resaltar que la incidencia de todos los canceres fue un 19% mayor en los hombres que en
las mujeres, sin embargo, las tasas varian entre regiones (Sung et al., 2021)x.
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Figura 2. Mapa glo | de Ia incidencia de los tipos de céncer a nivel mundial en 2020. Incidencia del
tipo de cdncer mas comun en cada pais en (A) hombres y (B) mujeres

(Sung et al., 2021).




Respecto al perfil de mortalidad, en las mujeres se obtuvo que el cancer de mamay de
cuello uterino son las principales causas de muerte por cancer, seguidas del cancer de
pulmon. En cuanto a los hombres, el cancer de pulmon es la principal causa de muerte,
seguido del cancer colorrectal y de higado (Sung et al., 2021).

4.1.2.2 Contexto en Guatemala

Segun la OMS en 2020, se reportaron mas de 16, 000 casos de cancer con una
mortalidad de 56% en una poblacion total de 18 millones de personas en Guatemala. Se
identifico que el cancer diagnosticado con mayor frecuencia es el cancer de prostata
(13.1%) seguido del de mama y estdmago (11.0%), higado (10.9%), cuello uterino (9.2%),
leucemia (5.3%), colorrectal (4.9%), tiroides (4.1%), pulmén (2.4%) y linfoma no
hodgkiniano (1.8%) (WHO, 2020b).

Tomando en cuenta, que se incluyen algunos tipos de cancer mas comunes del pais, la
implementacién de estudios epidemiolédgicos es sumamente importante. Esto permitira
determinar el alcance de la incidencia del cancer, incluso en los menos frecuentes como los
tumores neuroendocrinos, entre otros.

4.2 Tumores neuroendocrinos (NET, por sus siglas en ingles)

4.2.1 Definicién y heredabilidad

Los NET son neoplasias heterogéneas que estan caracterizadas por la produccion,
almacenamiento y secrecion de péptidos y aminas. Los NET se manifiestan en las células
del sistema neuroendocrino de forma difusa y pueden diseminarse hacia otros tejidos del
cuerpo humano (Hofland et al., 2018). Los NET son considerados de baja prevalencia, con
presentacion clinica inespecifica siendo una de las causas por las que el diagnoéstico llega
tarde (S. Singh et al., 2017). Las formas mas comunes son a nivel del tracto gastrointestinal
(48%), los pulmones (25%) y el pancreas (9%). También se han descrito en otros érganos
incluidos los senos, el timo, la prostata y la piel (Raphael et al., 2017).

Los NET en su mayoria, surgen esporadicamente, pero en algunos sindromes se deben
a una mutacion genética hereditaria como la neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MENL1,
por sus siglas en inglés), la MEN2, el sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL), la
neurofibromatosis y la esclerosis tuberosa (Gut et al., 2015; Oronsky et al., 2017). La via
PI3K-AKT-mTOR es esencial en los pacientes, la evidencia sugiere que esta involucrada
en la progresion neoplésica y en la resistencia al tratamiento mediante la sobreactivacion
de mecanismos. También, juega un papel fundamental en el crecimiento celular, el
metabolismo y la regulacion de la traduccion de proteinas (Jiao et al., 2011; Zanini et al.,
2020). La via diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) al ser frecuentemente



desregulada en los tumores humanos, ha sido el objetivo central en el desarrollo de nuevos
tratamientos contra el cancer. Sin embargo, el papel de los medicamentos especificos para
el manejo de NET aln no se ha desarrollado por completo, debido a la variable presentacion
clinica de los NET, por lo que sigue siendo un desafio su estudio (Jiao et al., 2011).

Los NET comprenden el 2% de las neoplasias malignas con una prevalencia de
<200,000 en toda la poblacion de Estados Unidos, por lo que es considerado como una
enfermedad huérfana (Basu et al., 2010). A pesar de la rareza de los NET, Dasari y
colaboradores (2017) realizaron un estudio poblacional donde demuestran que la incidencia
y la prevalencia ha ido en aumento. En 1973, la incidencia de NET fue de 1.09 por 100,000
y aumento a 6.98 personas en 2012. Se obtuvo un aumento dramatico en la incidencia de
pacientes mayores de 65 afios, con un aumento de 8 veces a 25.3 por 100,000 personas.
Esto refleja la importancia del diagnéstico temprano y el seguimiento de los pacientes para
el aumento de la supervivencia (Dasari et al., 2017).

4.2.2 Sindromes neuroendocrinos

4.2.2.1 MEN1

La MENL1 es un sindrome tumoral raro que se hereda de forma autosémica dominante.
Se caracteriza por la predisposicion de tumores en las glandulas paratiroides en el 90% de
los casos, seguido de tumores pancreaticos (60%) y los adenomas hipofisarios (40%).
También, se pueden desarrollar otros tumores endocrinos como carcinoides del intestino
anterior y tumores gastricos; los tumores no endocrinos son poco frecuente, incluyen
tumores carcinoides del timo, tumores adrenocorticales, bronquios o estdmago, tumores del
sistema nervioso central (SNC), lipomas, leiomiomas, colagenomas y angiofibromas
(G. Singh et al., 2020). Estudios recientes han informado un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama en mujeres diagnosticadas con MENL1 (Figura 3) (Dreijerink et al., 2014).
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Figura 3. Tumores asociados en MEN1. Cuadro clinico de los tumores asociados en pacientes
diagnosticados con el sindrome MEN1

(Adaptado de: G. Singh et al., 2020).

El gen supresor de tumores Menl ha sido el objetivo de estudio junto con la proteina
codificada, menina. El disefio de estudios consiste en experimentos donde se genera una
pérdida de funcién del gen Menl en ratones de forma heterocigota, ya que su forma
homocigota es letal en embriones. Las presentaciones clinicas de los ratones fueron
tumores hipersecretores en islotes pancreaticos (insulinomas, prolactinomas e hiperplasias
(Brandi et al., 2021; Harding et al., 2009).

Las mutaciones del gen Menl se asocian a la pérdida de heterocigosidad del alelo
normal. Ademas, la proteina cumple funciones pleiotrépicas a nivel celular en la
organizacion de cromatina, regulacion de la transcripcion, vias de sefializacion implicadas
en el crecimiento y hormonas, y en la organizacion del citoesqueleto
(Al-Salameh et al., 2021).

De acuerdo con las directrices de 2012, MEN1 es diagnosticado si cumple con al menos
uno de los tres criterios: 1) criterio clinico, dos 0 mas manifestaciones clésicas; 2) criterio
familiar, si tiene una manifestacion clasica de MENL1 y un familiar de primer grado
previamente diagnosticado con MEN1,; 3) criterio genético, si tiene una mutacion en el gen
Menl (Thakker et al., 2012). La deteccion de mutaciones permite un diagndstico temprano
antes de la aparicibn de marcadores bioquimicos o presentaciones clinicas
(Giusti et al., 2017; Kamilaris & Stratakis, 2019). Este diagndstico se complica en casos
donde los tumores ocurren de forma esporéadica, sin ningin historial familiar. Esta
presentacion esporadica ocurre en el 19% de los casos (Giusti et al., 2017). Las
presentaciones clinicas mas importantes es la aparicion temprana de tumores endocrinos



espontaneos (antes de los 40 afios) y tumores multiples en una misma glandula u érgano
(Thompson & Landry, 2021).

Una vez diagnosticado el sindrome, se debe realizar el tamizaje de tumores en otras
glandulas para asegurar la deteccion temprana de nuevos tumores. El seguimiento de los
pacientes se hace con equipos multidisciplinarios que incluyen oncologia,
gastroenterologia, endocrinologia, radiologia, medicina nuclear y genética
(Thompson & Landry, 2021).

4.2.2.2 Menina como un supresor de tumores involucrado en diferentes vias de
sefializacion

La funcién de la menina ha sido de gran interés para poder entender la fisiopatologia
de MEN1 en humanos. Por lo que muchos estudios se han realizado sobre la funcion del
gen Menl y la menina en muchos organismos, incluidos Drosophila melanogaster (mosca
de la fruta), murinos; y mas recientemente, lineas celulares humanas
(Abi-Rafeh et al., 2022; Monazzam et al., 2020; Papaconstantinou et al., 2010).

La predisposicion de tumores en pacientes con MENL1 se debe a la mutacion en la linea
germinal del gen Menl. En 1997, se identificd por primera vez el locus genético en el
cromosoma 11g13 que consta de 10 exones (Lemos & Thakker, 2008). Desde su
descubrimiento, se han detectado aproximadamente 1300 mutaciones patogénicas a lo largo
de la secuencia del gen (Khatami & Tavangar, 2018). La mayor parte de las mutaciones
son causadas por deleciones e inserciones, seguido de las mutaciones de pérdida de sentido,
mutaciones en el sitio de empalme, y en algunos casos la delecion completa del gen que
conducen a la pérdida de funcion de la menina (Lemos & Thakker, 2008).

Actualmente, se sabe que la menina se encuentra distribuida de forma ubicua, con
mayor actividad en el ndcleo. Sin embargo, una pequefia fraccion de esta proteina se
encuentra en la membrana de las vesiculas; indicando un posible rol de comunicacion y
sefalizacion entre células (He et al., 2016). Esto se puede corroborar al entender que la
menina no codifica para ninguna enzima. Ademas, sus aminoacidos no presentan
posibilidad de ser dominios funcionales, por lo que se puede inferir que su funcién como
supresor de tumores es puramente mediante la interaccion proteina-proteina.

El rol de regulador de transcripcion de la menina se ha descrito en factores de
transcripcion (de iniciacion o elongacién), mecanismos de reparacion de ADN, y mas
recientemente asociada a un complejo proteico nuclear (que incluyen los miembros del
grupo tritorax) que promueve la metilacion de histonas H3 y lisina 4
(Cheng et al., 2019; Feng et al., 2017; Kamilaris & Stratakis, 2019).

Desde hace mas de una década, la interaccion de la menina como regulador
transcripcional de diferentes factores de transcripcion habia sido descrita. Inicialmente, se
describi6 en levaduras una funcion represora del factor de transcripcion JunD, elucidando
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a su vez el mecanismo represor de la desacetilacion de histonas (Agarwal et al., 1999; Gobl
et al.,, 1999). Posteriormente, se estableci6 que c-Myc (protooncogén) interactia
directamente con la menina (Brés et al., 2009). Actualmente, se ha establecido la
importancia de JunD en la proliferacion celular con una interaccion directa entre c-Myc
(Elliott et al., 2019). Por lo tanto, se infiere que las mutaciones o la pérdida de funcién en
la menina conducen a una sobreexpresion de JunD y, por consiguiente, el aceleramiento de
la proliferacion celular y activacion de vias de sefializacion posteriores.

Los primeros hallazgos de la funcién de la menina también fueron asociados a la via de
sefializacion PIK3K/AKT, la via de crecimiento y proliferacion més importante a nivel
celular. Los datos revelaron que ratones con pérdida de funciones del gen Menl
desarrollaron insulinoma. Ademas aumento la proliferacion de células B y el tamaiio de los
islotes (Yang et al., 2010). Este efecto fue posible replicarlo al tratar células de insulinoma
INS1 con altas concentraciones de glucosa, confirmando la activacion de la menina
mediante FOXO1, una diana de la via PI3K/AKT (Zhang et al., 2012).

También se ha identificado que la pérdida de funcidn del gen Menl en ratones esta
asociado a la acumulacion de p-catenina en tejido fibroblastico y endocrino
(Cao et al., 2009). Es bien sabido que la regulacién anormal del factor de transcripcion f3-
catenina, siendo este un factor clave en la sefializacion de la via Wnt, estd asociado a
eventos de carcinogénesis temprana (Wei et al., 2019).

El efecto de supresor de tumores ha sido asociado al rol como antagonista del sistema
de transicion epitelial-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) (Cheng et al., 2019).
Ha sido bien descrito que la activacién de EMT es considerada la mayor promotora de
metéastasis (Krebs et al., 2017; Skrypek et al., 2017). Por lo tanto, mutaciones puntuales en
el gen que codifica para la menina, generan una falta de regulacién de EMT, promoviendo
la migracion celular en sitios cancerigenos.

Por otro lado, el rol de la menina se extiende a estar implicado en diferentes mecanismos
de reparacion, esto mediante su fosforilacion en respuesta en una variedad de dafio al ADN.
Ademaés, fue establecido que en mutaciones asociadas a Menl, no se activan los
mecanismos de reparacion de ADN dependientes de fosforilacion (Francis et al., 2011).
Especificamente, se ha establecido una asociacion de la menina con la proteina del grupo
D2 de anemia Fanconi (FANCDZ2, por sus siglas en inglés) (Marek et al., 2008). FANCD2
es un heterodimero que permite la ejecucién de la sefializacion para la reparacion de ADN.
También previene el colapso de los horquillas de replicacion durante la fase S del ciclo
celular (Liang et al., 2021). En células con mutaciones del gen Menl, no es posible la
activacién de FANCD?2, llevando a la inactivacion de los mecanismos de reparacion de
ADN. La acumulacion de ADN dafiado contribuye en gran medida a la inestabilidad
gendémica; uno de los marcadores mas importantes en la mayoria de los canceres
(Hanahan, 2022; Negrini et al., 2010). A pesar de la acumulacion de células con
inestabilidad gendémica y cromosomal, estas células deben multiplicarse para tener un
efecto tumorigénico. Por lo tanto, mecanismos de regulacion de proliferacion son afectados
por la pérdida de funciones de la menina.
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El regulador més importante de la proliferacion, el crecimiento y la muerte celular es la
proteina p53 con funcion supresora de tumores (Marei et al., 2021). Investigaciones previas
han establecido la asociacion de la menina en condiciones normales con el aumento de la
actividad de p53 demostrando su rol como supresor de tumores
(Bazzi et al., 2008; Falchetti et al., 2009). A pesar del papel tan importante de p53 en la
homeostasis celular, unicamente 4% de los NETs presentan mutaciones del gen Tp53,
mientras el 44% presenta mutacion del gen Men1 (Scarpa et al., 2017; Sigel et al., 2018).
Sin embargo, se ha establecido que la menina presenta una funcién colaborativa mas fuerte
con pRB y PTEN; otros importantes supresores de tumores y no con p53 (Xu et al., 2020).
Esto habia sido propuesto por Loffler y colaboradores en 2012, donde demostraron que
mutaciones en p53 y menina no tiene un efecto sinérgico, mas bien, tiene un efecto aditivo
en la progresion tumoral (Loffler et al., 2012).

4.2.2.3 Tratamientos utilizados para MEN1

El tratamiento mas utilizado para MENL es la intervencion quirargica. Sin embargo, en
casos donde el paciente presenta tumores multiorganicos, y con mayor capacidad
migratoria, la cirugia es contraindicada.

Debido a la baja incidencia de MEN1, es muy dificil la investigacion clinica para la
evaluacion de posibles drogas terapéuticas. Para el tratamiento general de NET se utilizan
drogas que tienen como diana al receptor de somatostatina (SSTR), mTOR, y receptores
tirosina quinasa (RTK) (Brandi et al., 2021; Pavel et al., 2016).

La primera linea de tratamiento comprende a los analogos de somatostatina (SSAS) son
la primera linea de tratamiento farmacoldgico para NET uniéndose a SSTR1-5 expresados
en tumores asociados a MEN1. En 2008 se describio el efecto estimulador de la
somatostatina sobre la expresién de la menina mediante la inhibicion de la proteina quinasa
A (Mensah-Osman et al., 2008). Los SSA tiene un mecanismo farmacol6gico basado en el
bloqueo de la via de sefializacion SSTR tenido efectos antisecretores y antiproliferativos;
todo esto facilita el control sintomatico mediante la hipersecrecion hormonal y reduciendo
la progresion tumoral (Rinke et al., 2017).

También se han explorado moduladores epigenéticos. La menina es un regulador de la
arquitectura de histonas por la via de metiltransferasas y complejos deacetilasas, teniendo
efecto a la expresion génica. Estudios clinicos son JQ1 han mostrado reduccion en la
secrecion de hormonas mediada por la inhibicién de bromodominios y motivos extra
terminales (BET) de la enzima histona deacetilasa (HDAC) en pacientes con NET
pancreatico asociado a MEN1 (Lines et al., 2020). Otro enfoque ha sido la inhibicion de
HDAC5 mediante el farmaco LMK-235 que ha mostrado reduccion significativa de la
proliferacion y aumento de apoptosis en lineas celulares de NET pancreéatico
(He et al., 2016).
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Anteriormente se describié que la menina también promueve la fosforilacion de -
catenina, resultando en la inhibicion de la via de sefializacion Wnt (Frost et al., 2018). El
inhibidor de B-catenina, PRI-724, ha mostrado reduccion significativa del NET pancreético
en lineas celulares. Mismos resultados fueron confirmados en ensayos preclinicos con
ratones, por lo que actualmente este medicamento se encuentra en ensayos clinicos
(Jin et al., 2020). En la Figura 4 se muestra las terapias farmacoldgicas mas utilizadas para
el tratamiento de MEN1, asi como las vias de sefializacion blogueadas o activadas para
cada grupo de medicamentos.
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Figura 4. Terapias utilizadas para el tratamiento de MEN1 incluyendo: analogos de somatostatina,
inhibidores de RTK, iniciadores de mTOR, antagonistas de f-catenina, y moduladores epigenéticos.
Abreviaciones: RTK; receptores tirosina quinasa, mTOR; diana de rapamicina mamifero

(Frost et al., 2018).
El reemplazo génico es una via que sigue en exploracion debido a los avances en la
terapia génica. La inyeccion de material genético recombinante con el gen Menl ha sido

prometedor en ratones al aumentar la expresion de menina, seguido de reduccion en la
proliferacion celular (Harding et al., 2009).
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4.3 Modelos animales para MEN1

Los modelos animales del cancer han sido una gran herramienta para la comprension
de la biologia del tumor y su progresion, el estudio de la funcidn y expresion de genes, y el
desarrollo de experimentos para implementar nuevas terapias (Mohr & Pellegata, 2017).

La menina es una proteina altamente conservada en una variedad de especies que
contienen homologia en las secuencias entre el gen humano Menl. También, se identificd
la conservacion de JunD y MLL humana entre especies como ratones, ratas, Danio rerio
(pez cebra) y la mosca de la fruta. A pesar de que no se ha identificado una correlacion
genotipo-fenotipo en MENL, el uso de modelos animales permite la comprension del gen
y la menina en la tumorigénesis de los diferentes sistemas de los organismos
(Wiedemann & Pellegata, 2016).

Hasta la fecha, se han descrito modelos animales para MEN1 que cuentan con un
fenotipo similar y tienen potencial para estudiar su patogenia. Estos modelos animales se
generan mediante la introduccién de mutaciones que conducen a la pérdida de funcion del
gen ortélogo humano Menl (Mohr & Pellegata, 2017).

Desde hace 50 afios el pez cebra ha sido utilizado como un modelo animal para el
estudio de trastornos del desarrollo. Recientemente, se descubrié su potencial para la
investigacion de cancer (Cagan et al., 2019). Las ventajas de este modelo radican en la
numerosa progenie, la facil evaluacion de los embriones debido a su transparencia y la
conservacion de 6rganos vertebrados (Vitale et al., 2014). Adicionalmente, cuenta con una
variedad de herramientas genéticas para la manipulacién del genoma. Desde el 2000,
Manickam y colaboradores describieron un gen denominado Men1 ort6logo al gen humano,
que codifica para una proteina con un 80% de similitud con la menina humana
(Manickam et al., 2000). También, se identifico la conservacion de unién de menina con
JunD en el pez cebra. Esto posiciona al pez cebra como un modelo prometedor para MENL1.
Sin embargo, su mantenimiento tiene un costo muy elevado, requiere de entrenamiento y
equipo especializado para su manipulacion.

La principal razén del uso de murinos es que se asemejan a la enfermedad humana en
términos del espectro tumoral y los cambios hormonales. En el caso de MEN1, los ratones
han demostrado una pérdida de funcién de Menl que conduce a un fenotipo clave con el
sindrome (Mohr & Pellegata, 2017). En la actualidad, se han generado 4 lineas de ratones
transgénicos que incluyen deleciones del gen Menl. Cada modelo abordé diferentes exones
del gen, A pesar de sus similitudes genotipicas con el sindrome humano, los murinos han
sido poco utilizados en estudios preclinicos y moleculares. Son considerados mas
adecuados para establecer imagenes para el diagndstico y el seguimiento de la enfermedad
(Wiedemann & Pellegata, 2016).

La mosca de la fruta ha demostrado su potencial como organismo modelo en cancer y
en las bases de la herencia del ADN. En 2006 se revelaron genes de importancia en la
tumorigenesis que se conservan entre el hombre y la mosca como Notch, Shh, Wnt y Menl
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(Beller & Oliver, 2006). Las ventajas del organismo son los tiempos cortos de cortos y, por
consiguiente, numerosa progenie. También, se incluyen los bajos costos de mantenimientos
y que los métodos estan bien establecidos para modificar el genoma (Roberts, 2006).
D. melanogaster cuenta con el gen Mnnl que es ortélogo al gen humano Menl. Codifica
una proteina que es 46% idéntica con la menina humana. Actualmente se demostré una
interaccion entre la menina y la JunD humana (Cerrato et.al., 2006). Por lo tanto, es util
para brindar informacion sobre la funcion de menina como regulador de la transcripcion y
la reparacion del ADN, y sus implicaciones en la tumorigénesis (Nainu et al., 2020).

4.3.1 Drosophila melanogaster como un modelo de estudio para la funcion de la
menina.

En el 2004, en la elucidacion de la funcion de Menl, Busygina y colaboradores
generaron por primera vez el alelo mutante nulo de Mnn1 y se caracterizo el fenotipo de la
pérdida de funcion de la menina en D. melanogaster. Gracias a estos datos, revelaron que
Mnn1 pertenece a los genes de cancer autosomicos dominantes que estan involucrados en
el mantenimiento de la integridad genémica (Busygina et al., 2004). Seguidamente, en
2005, Papaconstantinou y colaboradores demostraron el rol que tiene la menina en la
respuesta al estrés activando proteinas de procesamiento de estrés como Hsp70 en
embriones de la mosca (Papaconstantinou et al., 2005). Por primera vez, se utilizo la técnica
de ARN interferencia (RNAI, por sus siglas inglés) para el gen Mnnl en esta especie,
demostrando su potencial en la investigacion de genética funcional. Cerrato y
colaboradores (2006) también generaron lineas de moscas con deleciones del gen Mnnl
estableciendo la relacién entre el gen Mnnl y la via de sefializacion de los heterodimeros
JunD/Fos en D. melanogaster (Cerrato et al., 2006). Esta via de sefializacion es la principal
reguladora de tumorigénesis, diferenciacion, apoptosis, respuesta inmune y estrés tanto en
vertebrados como en mosca (Kockel et al., 2001; Mechta-Grigoriou et al., 2001). En
resumen, se han generado tres cepas de D. melanogaster a través de la introduccion de
deleciones en Mnnl que conducen a la pérdida de expresion de la menina en moscas. Por
lo tanto, se establecid la funcion del gen Mnnl en la regulacion de los procesos celulares.
Sin embargo, se ha realizado poca investigacion desde entonces.

El estudio de la menina en D. melanogaster ha sido muy limitado, principalmente por
la baja cantidad de animales transgenicos generados. Sin embargo, para poder estudiar un
proceso fisiopatoldgico en cualquier organismo modelo, es indispensable conocer la
funcidn del gen de interés en condiciones fisioldgicas normales. Por lo que recientemente
se establecio el patron de expresion del gen Mnnl durante los diferentes estadios de vida
de lamosca. Vidaurre en 2021 establecid que la expresion relativa del gen es mayor durante
la etapa adulta de la mosca; y muy baja durante los estadios iniciales de vida
(Vidaurre Pinto, 2022). Esta observacion es coherente a la funcion supresora de tumores
del gen Mnnl, ya que, durante la etapa adulta de la mosca, existen procesos celulares de
reparacion mas complejos. Ademas, la alta expresion del gen en moscas adultas sugiere
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que durante esta etapa es la adecuada para llevar a cabo el silenciamiento de gen, ya que se
obtendrd mayor efecto fenotipico.

4.3.2 Biologia de Drosophila_melanogaster

La mosca de la fruta es un organismo ampliamente utilizado en la investigacion
biomédica, la comprension de sus procesos fisioldgicos ha permitido adaptar este
organismo al estudio de una variedad de enfermedades, que incluyen: enfermedades
metabdlicas, cardiacas, hepéticas, neurodegenerativas Yy cancer, entre otras
(Baenas & Wagner, 2019; Guida et al., 2019; Mariano et al., 2020; Mirzoyan et al., 2019a;
Moraes & Montagne, 2021). Por lo que tienen el potencial de ser herramientas que permitan
modelar enfermedades y poder responder preguntas acerca de los mecanismos
fisiopatoldgicos o farmacoldgico de importancia clinica.

4.3.2.1 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

D. melanogaster tiene un ciclo de vida corto, por lo que su crianza permite obtener
grandes cantidades de individuos. Este insecto tiene un ciclo de vida que se puede dividir
en cuatro estadios: embrion, larva, pupa y adulto (Figura 5).

Hembra

Estadio 2 .
Etapa larval

Created in BioRender.com bio

Figura 5. Etapas del desarrollo de D. melanogaster

(Basa en Vidaurre Pinto, 2022).
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Las hembras liberan aproximadamente 100 embriones por dia, el desarrollo de estos
embriones dura 24 horas. EI embrion desarrollado, se convierte en una larva. Se han
descrito tres instares larvarios para D. melanogaster, el correcto desarrollo del adulto
depende del abastecimiento correcto de nutrientes durante esta etapa
(Fernandez-Moreno et al., 2007; Moraes & Montagne, 2021). La mosca de la fruta debe
madurar durante el estadio pupario, donde se lleva a cabo la metamorfosis completa del
cuerpo. En esta etapa el tejido larvario de degrada y los 6rganos adultos se desarrollan
completamente. El adulto se forma entre 9-10 dias despueés de la fertilizacion del huevo
(Ugur et al., 2016). El adulto vive entre 30-60 dias (Johnson & Stolzing, 2019).

4.3.2.2 Genética de Drosophila melanogaster

El genoma de D. melanogaster ha sido elucidado previamente, llevando a identificar
un estimado de 180 millones bases distribuidos en cuatro pares de cromosomas
(Adams et al., 2000; Bosco et al., 2007; Brown & Celniker, 2016). EI primer par son los
cromosomas sexuales incluyendo el cromosoma X y Y con pocos genes, y en su mayoria
compuesto por heterocromatina. Los cromosomas 2 y 3 son muy grandes, mientras que el
cromosoma 4 es muy pequefios, estos Ultimos de caracteristicas autosémicas
(Hales et al., 2015).

Debido a muchos proyectos acerca de la comprension del genoma de la mosca de la
fruta, actualmente se tienen bases de datos que permiten comprender la genética de
Drosophila incluyendo informacion acerca del efecto de los estadios de la mosca, expresion
de genes, patrones de corte y empalme alternativos, promotores, y estructura de cromatina
(Boley et al., 2014).

Ademas, de la comprension del genoma de la mosca de la fruta, es importante resaltar
que el 75% de los genes causantes de enfermedad en humanos presentan homologia
funcional en las moscas (Chaouch & Lasko, 2021; Ugur et al., 2016); por lo que este
organismo tiene un gran potencial como modelo de enfermedades.

4.4 Ingenieria genética
4.4.1 Clonacion molecular

En términos generales la clonacion molecular se describe como el aislamiento de un
fragmento de ADN vy su insercién a través de un vector para su propagacion. Una vez
aislados los fragmentos, es posible generar una gran cantidad de copias de ADN in vitro
(Lessard, 2013b). Desde 1987, cuando se reportd por primera vez la clonacion de genes de
Escherichia coli, ha sido posible llevar a cabo la clonacion en otros como promotores,
secuencias no codificantes, oligonucledtidos, secuencias de ADN al azar, entre otros
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(Dallas et al., 1987; Nguyen et al., 2004). Los avances recientes de la clonacion molecular
en la microbiologia clinica incluyen aplicaciones en el contexto de infecciones
polimicrobianas, antigenos recombinantes, vacunas recombinantes, sondas de diagnostico,
péptidos antimicrobianos y citoquinas recombinantes (Sharma et al., 2014). También se ha
utilizado para la conservacion animal, generacion de organismos modelos y aceleracion de
procesos de multiplicacion en ganado, entre otras aplicaciones (Negash, 2017). Es tanta la
importancia de esta técnica, que recientemente se desarroll6 un clon de ADN
complementario (ADNCc) para el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) (Xie etal., 2021).

La clonacion molecular consiste en el aislamiento de fragmentos de ADN de interés, la
ligadura del inserto en un vector de clonacion, la transformacién de plasmidos
recombinantes en un hospedero adecuado para la propagacion y la seleccién de huéspedes
que incluyen el plasmido previsto (Lessard, 2013b). Existen tres métodos dependientes de
ligasa para la ligacion de productos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) a un plasmido: ligacion de extremo corto (blunt-end, por sus siglas en
inglés), ligacion de extremo cohesivo y clonacion TA (Yao et al., 2016).

El uso de enzimas de restriccion ha aumentado la eficiencia de la clonacién molecular,
ya que permite identificar la secuencia especifica de ADN y llevar a cabo la ruptura de la
doble hebra de ADN. Por lo tanto, la eleccidn de las enzimas es un paso critico en el disefio
de clonacién. Sin embargo, la técnica tradicional de digestion-ligacion no siempre es viable,
ya que requiere que tanto el vector como los fragmentos de interés cuenten con sitios de
restriccion (Ashwini et al., 2016).

La ligacion de extremo corto de un fragmento de ADN en un plasmido linealizado es
frecuente, sin embargo, no es del todo eficiente (Kolganova et al., 2018). Por otro lado, la
ligacion cohesiva es la mas utilizada para la clonacion molecular, ya que es posible generar
extremos cohesivos en el inserto de ADN de interés mediante enzimas de restriccion; este
inserto con los extremos cohesivos se pueden ligar al plasmido con extremos cohesivos.
Sin embargo, este método puede dificultarse debido a la presencia de sitios de digestion
internos en el fragmento (F. Chen et al., 2021; Motohashi, 2019). La clonacién TA es la
técnica méas simple y eficiente para la incorporacion del productos de PCR en un plasmido.
La mayor ventaja es que en la mayoria de los experimentos no hace uso de la enzima ligasa
(Yao etal., 2016).

Dadas las dificultades de esta técnica, nuevas alternativas han surgido en las Gltimas
décadas, las cuales proporcionan una mayor eficiencia de clonacion. Esto incluye la
clonacion de productos PCR con vectores T, la cual ha sido crucial para comprender las
bases de la genética, biotecnologia, biologia sintética, farmacia, bioguimica proteica, entre
otras (Celie etal., 2016; Nichols, 2003). La clonacion TA dependiente de la Tag polimerasa
se incluye en los vectores T. La actividad transferasa de esta enzima permite la adicion de
una sola desoxiadenosina (A) en los extremos 3" del producto PCR. Los productos se
mezclan con el vector que cuenta con secuencias complementarias de 3" desoxitimindina
(T); la ADN ligasa cataliza la union entre las hebras de ADN por enlaces fosfodiéster vy,
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por tanto, la unién entre el vector y el inserto. La clonacion TA permite la clonacién de
fragmentos de ADN amplificados por PCR, sin el uso de enzimas de restriccion. Esta
técnica se utiliza cuando no se cuenta con sitios de restriccion (Aranishi & Okimoto, 2004;
Holton & Graham, 1991; Motohashi, 2019).

4.4.1.1 Vectores plasmidicos

Los plasmidos son los vectores mas utilizados en la investigacion de clonacion
molecular. Ha sido una herramienta para la investigacion de la estructura, funcion vy,
evolucion de genes y células (Lessard, 2013a). También, ha jugado un papel importante en
el estudio de la ingenieria genética, proteicay metabdlica (Noraet al., 2019). Los plasmidos
se pueden replicar a un alto numero de copias en bacterias y contienen un sitio de clonacion
multiple que permite insertar un fragmento de ADN. La seleccidn de un marcado, asi como
un gen de resistencia a antibidticos permite la seleccidn de bacterias recombinantes, es decir
que incluyan el plasmido de interés. También, se suele incluir un marcador detectable con
B-galactosidasa y un sitio de clonacion multiple que permite la ligacion de los insertos en
un marco de lectura predecible. Por tanto, un vector de clonacién permite la transcripcién
de un gen clonado y la traduccién de la proteina (Pashley & Kendall, 2003; Sue et al.,
2012).

Desde la aparicion del primer plasmido, pBR322, muchos otros se han derivado de este
para una amplia variedad de funciones. Las modificaciones incluyen la adicion de mas
sitios de restriccion, marcadores de seleccion, aumento de estabilidad, cambios en el
nimero de copias y adicion de sefiales para facilitar la secrecion de proteinas
(Nora et al., 2019). Incluso, se han desarrollado reservorios de plasmidos utilizados en
diferentes campos de investigacion (Galata et al., 2019).

Actualmente, uno de los vectores comerciales mas importante y ampliamente utilizado
para la clonacion molecular es el plasmido pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega, 2021). La eficiencia de incorporacion de productos de PCR en el plasmido
PGEM®-T ha sido comparada con otros plasmidos de este tipo; y ha demostrado la
produccidn de alto nimero de recombinantes usando un amplio rango de tamarfio de inserto
(0.5-3kb) (Litterer, 2009). Sin embargo, recientemente, se han desarrollado vectores
plasmidicos que permitan la incorporacion de un producto de PCR de forma mas eficiente.

La clonacion mediada por topoisomerasa | de Vaccinia, conocida como clonacion
TOPO, ha sido ampliamente utilizada en la investigacion bioldgica y biomédica. Fue
desarrollada por Shuman (1992) mediante el estudio de la topoisomerasa | del virus
Vaccinia; capaz de catalizar la transferencia especifica de hebras durante la recombinacion
genética (Shuman, 1992). La principal ventaja de esta técnica es que no necesita enzimas
de restriccién ni ligasa de ADN (Udo, 2015). Existen vectores TOPO comercialmente
disponibles, sin embargo, el vector pPCR™2,1TOPO de Invitrogen es el més utilizado. La
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eficiencia de transformacion de los vectores TOPO ha demostrado ser superior a la de otros
vectores T, al utilizar insertos de pequefio tamafio (<1kb) (Litterer, 2009).

En la Figura 5 se puede observar el mapa gendmico del plasmido comercial pCR™-
2.1TOPO. Este plasmido tiene un marcador de seleccién en forma de resistencia a
ampicilina, asi como un promotor T7 en la localizacion de insercion de fragmento de
interés. A este segmento se le conoce como sitio de clonacién multiple (MCS, por sus siglas
eninglés). EI MCS se encuentra en la region correspondiente al operdn lac, especificamente
en el fragmento del gen lacZ e, que codifica para la enzima -galactosidasa, involucrada en
el metabolismo de lactosa en bacterias (Thermo Fisher Scientific, 2022).

M13 Reverse anerlsczu i Hind n Kpn | Sac | BamHl  Spel

’CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoRI EcoR |

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR I S eAG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG

EcoRV BstX | Not 1 Xho | Nsl‘l Xba | Apal

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

pCR"2.1-TOPO®
3.9kb

Figura 6. Mapa genomico del vector pPCR™2.1TOPO. El plasmido pCR™-2.1TOPO presenta
resistencia a ampicilina como un marcador de seleccion. También cuenta con un operén lac con sitios de
clonacién multiple y un promotor T7

(Invitrogen, 2019).

4.4.2 Transformacion bacteriana

Los vectores de clonacidn proporcionan una estructura solida para que el inserto de
ADN se pueda reproducir y propagar en bacterias, para ello es necesario que se lleve a cabo
la transformacion bacteriana (Carter & Shieh, 2015). Esto se describe como el proceso de
transferencia horizontal de genes, done las bacterias toman material genético del medio
ambiente en el que se encuentran (Johnston et al., 2014). La primera vez que se informo
sobre la transformacion bacteriana natural fue en 1928 con Streptococcus pneumoniae, una
bacteria Gram positiva (Griffith, 1928). Desde entonces, se conoce un total de 82 especias
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que son naturalmente transformables, siendo E. coli la especie bacteriana mas comun para
el flujo de trabajo de clonacion (Johnsborg et al., 2007; Lorenz & Wackernagel, 1994).

El proceso de transferencia requiere de bacterias denominadas células competentes. Es
decir, que tienen la capacidad de captar el material genético extracelular y de responder a
cambios en el entorno. Dado que la mayoria de las especies bacterianas cuentan con una
competencia natural muy baja o incluso inexistente, es necesario recurrir a la preparacion
de celulas competentes (Johnston et al., 2014). En 1970, se describié por primera vez la
competencia artificial de E. coli (Mandel & Higa, 1970). Las células bacterianas fueron
tratadas con calcio (Ca2*) y expuestas a una temperatura elevada. Desde entonces, este
método se convirti6 en la base de transformacion por choque térmico
(Green & Sambrook, 2021).

4.4.2.1 Métodos de transformacién

El método de transformacion que se utiliza depende de la preparacion de las células
competentes utilizada. La transformacion puede ser por choque térmico o electroporacion.
La eleccién del método dependera de la eficiencia de transformacion que se quiera alcanzar
(Green & Sambrook, 2021).

En el choque térmico, las células competentes se mezclan en una solucién que incluye
el plasmido de interés y se exponen brevemente a una temperatura elevada. El tratamiento
cationico junto con el choque térmico favorece la permeabilidad de la membrana celular
haciéndola mas apta para integrar material genético extracelular (Sambrook et al., 1989).
A pesar de que es un método relativamente simple, el mismo es el mas utilizado para la
clonacion rutinaria (Swords, 2003).

Un método alternativo es la electroporacion que implica el uso de un electroporador
que induce a las células competentes y al ADN a un pulso de campo eléctrico de alto voltaje.
Esto permite la formacién de poros transitorios en las membranas celulares, lo cual da la
entrada al ADN en las células (Lessard, 2013b; Sambrook et al., 1989). Este método
presenta una mayor eficiencia en la captacion de ADN plasmidico y una produccién mas
rapida de células competentes (Woodall, 2003).

4.4.2.2 Tamizaje Azul Blanco

El método de tamizaje mas popular en la investigacion es el tamizaje azul/blanco
usando plasmidos como vectores. La técnica hace uso del funcionamiento del operén lac.
Este operdn es el sistema mas regulado y estudiado en bacterias, siendo ejemplo de como
los procariotas regulan la expresion de genes la respuesta a las condiciones nutricionales
del medio (Meiklejohn & Gralla, 1989).
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El operdn lac codifica para las proteinas encargadas del transporte y metabolismo de
lactosa. Esta constituido de tres genes estructurales: laczZ, codifica para la enzima
degradadora de lactosa (-galactosidasa, hidrolizando la lactosa en glucosa y galactosa;
lacY, que codifica para la enzima B-galactosidasa permeasa, que facilita el transporte de
lactosa al interior de la bacteria; y lacA, que codifica para la enzima galactosidasa
transacetilasa, sin funcion claramente descrita (McDonnell et al., 2019).

El tamizaje azul/blanco es utilizado en plasmidos vectores que contienen un péptido en
un sitio multiple de clonacion (MCS). El funcionamiento se basa en la utilizacion de un
analogo de lactosa, el 5-bromo4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal). Cuando el
operon lac es interrumpido por un inserto de ADN en el MCS, la colonia resultante es de
color blanco. Esto debido a la ausencia de la enzima B-galactosidasa en funcionamiento
(Lawrence, 2002). Por otro lado, cuando el inserto no es acoplado correctamente en el
MSC, la enzima funciona correctamente hidrolizando al X-Gal, produciendo colonias
azules. La induccion del operon lac se puede realizar mediante la adicion de isopropilil -
D-tiogalactopiranosa (IPTG) en el medio (Sambrook et al., 1989).

A pesar de que este método es simple, es posible obtener resultados falsos-positivos,
incluyendo la presencia el operdn lac intacto sin la sintesis correcta de las enzimas. Por lo
tanto, es necesario corroborar el acoplamiento correcto del inserto (orientacion y posicion)
dentro de MCS, esto mediante la secuenciacion de fragmentos (Sambrook et al., 1989).

Figura 7. Tamizaje azul blanco en cepa E. coli XL1-Blue para la deteccién de clones de plasmido
recombinante. Las colonias azules indican que el inserto no fue acoplado adecuadamente o que no hay
inserto. Las colonias blancas indican que el inserto se acoplé de forma correcta

(Padmanabhan et al., 2011).
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4.4.3 RNAI
4.4.3.1 Vision bioldgica del RNAI

Desde el descubrimiento del RNAI, la comprension de la regulacién génica ha evolucionado.
El RNAI se describi6 por primera vez como micro ARN (miRNA, por sus siglas en inglés) y fue
utilizado para manipular la expresion génica en un neméatodo Caenorhabditis elegans
(Fire etal., 1991; Guo & Kemphues, 1995). Fue hasta 1998, que Fire y colaboradores, demostraron
que el dsSRNA es efectivo para producir interferencia en un sistema biol6gico (Fire et al., 1998).

El mecanismo mediante el cual el RNAi funciona consiste en dos fases; una fase inicial y otra
efectora (Figura 6). En la fase inicial se genera el ARN de interferencia pequefio (siRNA, por sus
siglas en inglés). El siRNA es producido mediante el procesamiento de dsRNA por la endonucleasa
Dicer-1, este mecanismo fue identificado por primera vez en Drosophila (Jiang et al., 2005). La
proteina Dicer ha sido ampliamente estudiada debido a su rol tan importante en el procesamiento
de dsRNA,; es conocido que es una endorribonucleasa de gran tamafio (Shabalina & Koonin, 2008).
La fase inicial finaliza con la union del siRNA a la proteina Argonauta (Ago2)
(MacRae et al., 2008).

La fase efectora hace uso del siRNA unido a Ago2. La proteina Ago2 une Unicamente una
hebra del siRNA, la hebra restante es descartada y degradada inmediatamente. La interaccién entre
el siRNA y Ago2 ha sido elucidada, mostrando que al asociarla estas dos moléculas, existe una
estabilizacién del sistema de chaperonas, causando el desenrollamiento del siRNA en forma de
doble hebray finalmente la degradacion de la hebra pasajera (Iwasaki et al., 2010). Posteriormente,
Ago2 cargada, se une a otras proteinas estabilizadoras formando el complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC; por sus siglas en inglés).

El complejo proteico RISC realiza una vigilancia celular, uniendo ARNm con una hebra
complementaria de siRNA cargada a Ago2 (Wilson & Doudna, 2013a). La union se hace mediante
una guia de 2-5 nucle6tidos que sirven como secuencia semilla e inician la unién al ARNm diana,
causando el silenciamiento.
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(Wilson & Doudna, 2013b).

La conservacion de este mecanismo de silenciamiento en los organismos eucariotas ha
permitido el disefio de estudios funcionales, asi como la generacién de muchos organismos modelo.
Por ejemplo, en C. elegans se ha disefiado librerias in vitro de dsRNA sintético asi como de dsRNA
expresado en bacterias para el silenciamiento de muchos genes (Gonczy et al., 2000). Muy similar
para Drosophila, donde se han realizado muchos experimentos de silenciamiento para generar
modelos celulares y organismo in vivo para entender diversos procesos biolégicos
(Heigwer et al., 2018b).

El procesamiento de siRNA mediante RNA.I esta involucrado en procesos vitales de la célula,
crecimiento diferenciacion, formacién de la heterocromatina y la proliferacion celular. Por tanto,
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una disfuncién del RNAI esta asociada a trastornos neuroldgicos, enfermedades cardiovasculares y
diferentes tipos de cancer (Lu et al., 2008).

4.4.3.2 Produccién de RNAI

Debido a las mdltiples aplicaciones del RNAI en las ciencias bioldgicas, la produccion del
dsRNA especifico para inducir silenciamiento en un gen, es de gran interés para los cientificos. Por
lo que se buscan implementar técnicas costo-efectivas para su produccion.

Un método es mediante la sintesis a partir de nucleétidos, este es un enfoque muy reciente y al
gue se busca implementar de forma estandar en un futuro (Zotti et al., 2018). Otro método es la
sintesis in vitro de dsRNA mediante una polimerasa de ARN, ARN dependiente. Para esto se han
desarrollado kits muy efectivos de la empresa Thermo Scientific, Megascript™ RNAI Kit.

La tercera opcion, y la que mas ha sido utilizada para la produccién de dsRNA a gran escala,
es mediante fermentacién. En este proceso, el dSRNA es sintetizado mediante células transgénicas.
La cepa bacteriana HT115(DE3) de E. coli es la mas utilizada para estos fines. Esta cepa presenta
una deficiencia de la enzima ARNasa 1l (Takiff et al., 1989). Por lo tanto, no es capaz de degradar
el dsRNA, permitiendo la acumulacién en citoplasma. Esta cepa puede expresar el gen de la
polimerasa T7 de bacteridfago a partir del promotor inducible del operédn lac. Al transformar esta
bacteria con un plasmido de expresion que contenga secuencias del promotor T7 (como pCR™2.1-
TOPO®), esta cepa puede producir grandes cantidades de dsRNA especifica para una secuencia
(Verdonckt & Vanden Broeck, 2022).

Los métodos de induccion del silenciamiento mediante el dsRNA producido han variado en
otros organismos. En Drosophila, los métodos incluyen: obtencion de RNAds mediante receptores
especificos en lineas celulares, bafio de células en alicuotas de dsRNA (Heigwer et al., 2018a),
microinyeccion de dsRNA en embriones, cruces entre lineas conductoras (Gal4) con moscas con
expresion de dsRNA (UAS-dsRNA), y moscas con expresion de otras formas de siRNAs
(Figura 7) (Heigwer et al., 2018a).
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Figura 9. Métodos de induccidn del silenciamiento en Drosophila melanogaster mediante el dsSRNA.
A. obtencién de dsRNA. A). (A) En las células de Drosophila, los dsSRNA (negro) son absorbidos por las
células mediante endocitosis. Las moléculas de dsRNA/siRNA son procesadas por las proteinas Dicer-2 y
R2D2 (café) en multiples siRNA monocatenarios. Luego se incorporan en el complejo RISC, junto con
Ago2 (verde) y otras proteinas (azul). Por ultimo, se degrada el ARNm diana complementario del sSiRNA
(rojo). (B) EI RNAI se puede inducir (B) en un bafio con solucion acuosa de dsRNA, (C) a través de
microinyecciones de dsSRNA en embriones, (D) por cruce de transgénicos (Gal4) en lineas de moscas que
expresan dsRNA (UAS-dsRNA), o (E) moscas que pueden expresar ShRNA (UAS-shRNA)

(Heigwer et al., 2018b).
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5. Marco metodolégico
5.1 Objetivo general

Generar el plasmido recombinante, pCR2.1-TOPO-Mnnl, con potencial de
silenciamiento del gen Mnn1 en individuos adultos de Drosophila melanogaster.

5.2 Objetivos especificos

e Comparar la cantidad de ARN extraido de individuos adultos machos y hembras
de D. melanogaster en diferentes tiempos de la vida adulta.

e Producir ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN extraido de individuos
adultos machos y hembras de D. melanogaster.

e Amplificar mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el fragmento
del gen Mnn1 con la secuencia del promotor T7 afiadida en ambos sentidos.

e Realizar la insercion del fragmento amplificado mediante PCR en el vector
plasmidico pCR™2.1-TOPO® con potencial de silenciamiento del gen Mnnl
en D. melanogaster.

5.3 Enfoque, disefio y tipo de investigacion
La investigacion tiene un enfoque cuantitativo y un disefio experimental de tipo
exploratorio.

5.4 Poblacién, muestra y unidad de analisis

Los sujetos de estudio fueron individuos silvestres adultos de D. melanogaster
cultivados en el laboratorio bajo condiciones estandares. La muestra definida fue de 30-35
moscas adultas machos y 25-30 moscas adultas hembras aproximadamente. En total se
trabajo con 12 muestras de machos y hembras. La unidad de analisis fue la cuantificacion
de material genético de cada muestra por grupo.

5.5 Variables
En los siguientes cuadros se describen las variables experimentales controladas por el
investigador y las no controladas por el investigador.
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Cuadro 1. Variables controladas por el investigador.

Variable

Definicién

Tipo

Unidad de
medicion

Condiciones de
almacenamiento de
Drosophila
melanogaster

Condiciones de
temperatura y ciclos de
luz y oscuridad

Cuantitativa

°C, horas de luz y de
oscuridad

para el peso 6ptimo de
extraccion de ARN
establecido  por el
fabricante

Alimentacion de la Alimentacién dada Cuantitativo mg de levadura,
mosca a las moscas adultas de azlcar, agar y mL de
D. melanogaster agua
Estadio de la mosca Etapa de desarrollo Cualitativo Adultos
de la mosca
Cantidad de Cantidad de Cuantitativo mg de individuos de
individuos por muestra | individuos requeridos mosca

Presencia del Presencia del Cualitativo Presente/Ausente
inserto de interés inserto del gen Mnnl
ligado al vector
plasmidico

Cuadro 2. Variables no controladas por el investigador.

Variable

Definicién

Tipo

Interrelacion

Eficiencia de
amplificacion de los
oligos disefiados

Amplificacion  del
fragmento del gen diana
con los oligos disefiados

Cuantitativa

Interviniente

Orientacion del
inserto en el plasmido
recombinante.

Posicion del inserto
en el plasmido con los
oligos disefiados

Cualitativa

Interviniente

5.6 Instrumentos y técnicas

Para la recoleccion de datos se cuantifico las muestras de ARN y ADNCc experimental.
Ademas, se amplifico un fragmento del gen Mnnl mediante la técnica de PCR.
Seguidamente se visualizo el producto en geles de agarosa para confirmar su amplificacion.

5.7 Estrategia

Para la comprobacion de la hipotesis se utilizd como estrategia la electroforesis en gel
de agarosa. De esta forma fue posible la comparacion de tamafio del plasmido pCR™2.1-
TOPO® linealizado y el plasmido recombinante pCR2.1-TOPO-Mnn1.

5.8 Alcances y limitaciones

El alcance de esta investigacion es brindar una herramienta para la elaboracion de
moscas transgénicas con el silenciamiento del gen Mnnl mediante el sistema de ARN
interferencia (RNAI). Asimismo, presentar a D. melanogaster como un posible modelo de
la Neoplasia Endocrina Multiple de tipo 1 (MENL1).
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Entre las limitaciones del estudio se encuentra que el nimero de muestra es bajo, sin
embargo, al ser un estudio exploratorio permite contar con datos preliminares para llevar a
cabo un estudio a futuro. Otra de las limitaciones es que no fue posible evaluar la
orientacion del inserto en el plasmido recombinante. Esto puede evaluarse mediante la
secuenciacion del constructo o con el uso de enzimas de restriccion que hacen un corte
entre el vector y el inserto para confirmar que el gen fue clonado en la orientacion correcta.

5.9 Bioética

No se requirio la evaluacion por parte del Comité de Bioética de UVG para este estudio.
En animales invertebrados como D. melanogaster la aprobacion del comité de cuidados y
uso de animales de la institucion no es necesaria. Cabe resaltar que esta investigacion
cuenta con la aprobacion del Departamento de Bioquimica & Microbiologia.

5.10 Estadisticos
1. Tipo de muestreo: la investigacion se realizd utilizando un muestreo no
probabilistico por cuotas. Las moscas fueron seleccionadas basadas en la cantidad
necesaria por muestra, asi como aquella de estadio adulto con separacién entre
machos y hembras.
2. Analisis estadistico: los datos fueron analizados desde un enfoque descriptivo,
exploratorio y cuantitativo.

5.11 Materiales y métodos
Manejo y mantenimiento de las cepas silvestres de D. melanogaster

Las cepas silvestres de D. melanogaster fueron proporcionadas por el Departamento de
Bioguimica & Microbiologia. Para el mantenimiento de poblaciones grandes de moscas se
utilizaron botellas especializadas en D. melanogaster. Para alcanzar una condicion éptima
de crianza estas fueron almacenadas a temperatura ambiente (entre 22-25°C) con ciclos de
luz y oscuridad (12:12 horas). La alimentacion de las moscas fue basada en una dieta de
levadura (40%), azucar (50%) y agar (10%) disuelto en agua estéril. También se adiciond
metil-4-hidroxibenzoato el cual actu6 como conservante alimenticio y antifungico
(Caravaca & Lei, 2016).

Cada 20-30 dias los individuos adultos fueron transferidos a botellas con medios de
cultivo frescos para reducir el crecimiento de microorganismos que pudieran contaminar el
medio. Todo el material y equipo utilizado fue tratado con cloro al 10% y esterilizado con
autoclave después de su uso.

Sexado de moscas de la fruta

Para obtener el mayor numero de hembras virgenes, se recolectaron individuos adultos
entre 8-12 horas después de la ruptura del puparium. Los individuos fueron anestesiados
con frio entre por periodos cortos (8-10 min). Con un estereoscopio las moscas fueron
clasificadas entre machos y hembras segin la morfologia y estructura observada
(Mestetskiy et al., 2022). Después, las moscas fueron colocadas en viales con cultivos
frescos hasta su experimentacion.

29



Extraccion y cuantificacion de ARN

Inicialmente, los materiales fueron tratados con peroxido de hidrogeno (1D465) 3%
para inactivar las ARNasas y aumentar la eficiencia de extraccion.

La extraccion de ARN se realizé segln el protocolo estandar dado por el fabricante
(Promega, 2018c). El total de individuos trabajados por muestra fue de 30mg. Después del
aislamiento de ARN, se evalud su pureza por medio de un NanoDrop ™., Finalmente, el
ARN fue almacenado a -80°C hasta su uso.

Sintesis de ADNc

La cantidad de ARN utilizada para la produccién de ADNc fue de 5ug/por reaccion,
esto basado en las instrucciones del fabricante y en estudios previos
(Promega, 2018a; Vidaurre Pinto, 2022). También se evalu6 la pureza del ADNc por medio
de un NanoDrop ™, Finalmente, fue almacenado a -20°C hasta su uso.

Seleccion de oligos para la amplificacion PCR

Los oligos para el gen Mnn1 fueron obtenidos de la plataforma SnapDragon de Harvard
Medical School (Hu, Comjean, Roesel, et al., 2017). Esta es una herramienta especializada
en el disefio de oligos para la generacion de ARN doble hebra (dsSRNA) en D. melanogaster.
Los oligos fueron seleccionados a partir del exén FBtr0110978-5 utilizando los siguientes
parametros: tamafio fuera del objetivo de 19 nucleédtidos, rango de tamafio del dsRNA
deseado entre 300-600 nucledtidos y una penalizacion por par de oligos de 1.0. El par de
oligos seleccionado fue evaluado para los siguientes criterios: valor positivo AG, menor
cantidad de formacion de homodimeros/heterodimeros, porcentaje GC adecuado, valor
negativo AH y AS, y tamafio de fragmento de entre 300 y 600 pb.

Como control interno de la amplificacion de ADNCc se utilizo el oligo para el gen de
Atc5C (actina) (Taracena et al., 2022). La secuencia de los oligos utilizados se muestra en
el siguiente cuadro.

Cuadro 3. Secuencias de oligos para PCR.

Oligos Direccion Secuencia 5"-3" Tm GC Tamafio
C) (%) de
fragmento

(pb)

Mnnl Sentido AACTGGGAAAACCACAGCAC 56 50 562
Antisentido AGATTTCCAGCGTGGCTCTA 56 50

T7_Mnnl Sentido TAATACGACTCACTATAGGGAACTGGGAAAACCACAGCAC 645 45 603
Antisentido TAATACGACTCACTATAGGGAGATTTCCAGCGTGGCTCTA 64.4 45

Act5C Sentido CCATGTACCCAGGTATTGCT 54.4 50 134
Antisentido ATCTGTTGGAAGGTGGACAG 54.5 50

Amplificacion del gen Atc5C por PCR

Como control endogeno se utilizo el gen Atc5C. A partir del ADNCc sintetizado se
amplifico el gen de actina con los oligos previamente disefiados por Taracena y
colaboradores (2022). Se realiz6 un PCR siguiendo las indicaciones dadas por el fabricante
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GoTag® Flexi DNA Polymerase y el programa del termociclador recomendado por
Taracena y colaboradores (2022). Como control negativo se utilizo la mezcla de reaccion
de PCR. Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5%
teflido con GelRed®® en un transiluminador UV; la escalera de peso molecular fue de
100pb marca Invitrogen™.

Una vez confirmada la calidad del ADNc se procedi6 a amplificar el gen diana.
Amplificacion del gen Mnn1 por PCR touchdown

Para amplificar el gen Mnn1 con la secuencia del promotor T7 incorporada en ambos
sentidos se realiz6 un PCR siguiendo los parametros estandar dados por el fabricante
(Promega, 2018b). La concentracion final utilizada fue de 1X para 5X Colorless GoTagq®
Flexi Buffer, 2.5mM solucion de cloruro de magnesio (MgCl,), mix de nucleotidos
0.2mM, 1.5 mM de oligos T7_Mnn1, 1.25u para la ADN polimerasa y plantilla de ADNc
1.0pg/50pL. Como control negativo se utilizd6 un tubo con los componentes
correspondientes de la mezcla de reaccién de PCR.

Para aumentar la especificidad del PCR se sigui6 el protocolo de ciclos térmicos dado
por Green (2018). En la fase uno, la temperatura de hibridacion utilizada fue entre 5 °C y
10 °C por encima de la temperatura de anillamiento (Tm, por sus siglas en inglés) de los
oligos con 15 ciclos; en la fase dos, entre 2 °C y 5 °C por debajo de la Tm de los oligos con
25 ciclos. Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5%
teflido con GelRed®® en un transiluminador UV; la escalera de peso molecular fue de
100pb marca Invitrogen™.

Amplificacion del gen Mnnl por PCR anidado

Para aumentar la especificidad se realizé un PCR anidado (Green & Sambrook, 2019b).
En la primera ronda amplificacion se utilizaron los oligos especificos Mnnl. Para ello
siguieron los parametros estandar dados por el fabricante (Promega, 2018b). La
concentracion final utilizada fue de 1X para 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer, 2.5mM
solucién de cloruro de magnesio (M gCl,), mix de nuclettidos 0.2mM, 1.5 mM de oligos
T7_Mnnl, 1.25u para la ADN polimerasa y plantilla de ADNc 1.0pg/50pL. Se utilizo
como control negativo un tubo con los componentes correspondientes de la mezcla de
reaccion de PCR.

Se siguid el protocolo de ciclos térmicos dado por Green (2018). En la fase uno, la
temperatura de hibridacion utilizada fue entre 5 °C y 10 °C por encima de la temperatura
de anillamiento (Tm, por sus siglas en inglés) de los oligos con 15 ciclos; en la fase dos,
entre 2 °C y 5 °C por debajo de la Tm de los oligos con 25 ciclos. Los productos de PCR
fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5% tefiido con GelRed®® en un transiluminador
UV; la escalera de peso molecular fue de 100pb marca Invitrogen™,

Después de la primera ronda, los productos de PCR amplificados fueron sometidos a
un segundo PCR en el cual se utilizaron los oligos especificos T7_Mnn1. Se siguieron los
mismos parametros utilizados para la primera ronda de amplificacion.

31



Los productos fueron purificados siguiendo el protocolo de Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System. De esta forma el producto de PCR podria ser ligado a un vector
plasmidico con mayor eficiencia.

Ligacion del fragmento amplificado en el plasmido pPCR™2.1-TOPO®

El fragmento del gen Mnn1 con secuencias de promotor T7 afiadidas en ambos sentidos
fue ligado al vector plasmidico pPCR™2.1-TOPO® segun el protocolo proporcionado por
el fabricante (Invitrogen, 2019). Dado que el producto de PCR fue diluido, se realizé una
incubacion prolongada de aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente para
aumentar la especificidad de ligacion. La cantidad de productos PCR afiadida flue de 4.0
pL. El control positivo utilizado fue el vector ligado al inserto PCR control (proporcionado
por el fabricante). Mientras que el control negativo fue unicamente el vector.

Las reacciones fueron observadas en un gel de agarosa 1.0 % tefiido con GelRed®® y
revelado en un transiluminador UV. Se utilizd6 una escalera de peso molecular de
aproximadamente 10 kb marca Invitrogen™.

Andlisis estadistico

La significancia de la concentracion de ARN extraido de individuos machos y hembras
en diferentes etapas de vida adulta de D. melanogaster fue evaluada mediante ANOVA con
el software GraphPad Prism version 8.0.2 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
California USA, www.graphpad.com
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6. Resultados

6.1 Comparacion de la cantidad de ARN extraido de individuos machos
y hembras de D. melanogaster en diferentes tiempos de la vida adulta.

El aislamiento de ARN es el primer paso para la generacién de un plasmido
recombinante con el potencial de silenciamiento de un gen. Por lo que este paso es de gran
importancia para el éxito del estudio. EI primer objetivo especifico fue comparar la cantidad
de ARN extraido en individuos machos y hembras de D. melanogaster en diferentes
tiempos de la vida adulta.

* t 3
800 ! * | ' * | = Bi53
1 ——— "2
B Dia 10
400- I =

200+ i =

o

| |
Machos Hembras

Concentracion de ARN (ng/uL)

Figura 10. Comparacién de la concentracion de ARN extraido de individuos machos y hembras en las
diferentes etapas adultas, dia 3 (n = 4), dia 5 (n = 4) y dia 10 (n = 4) de D. melanogaster

En la Figura 10, se muestra la concentracion de ARN aislado en individuos de D.
melanogaster en diferentes etapas adultas. Ademas, se observo en ambos individuos
adultos, machos y hembras, una diferencia significativa en la concentracion de ARN
aislado entre el Dia 3 (machos: 548.4 ng/pl £ 171 ng/pl y hembras: 495.1 ng/ul £ 95.4
ng/ul-) y Dia 10 (208.1 ng/ul £ 54.9 ng/pl y 211.5 ng/pl £ 42.1 ng/pl, respectivamente) y,
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entre el Dia 5 (542.6 ng/pl = 113.1 ng/pl y 395.9 ng/ul £ 17.1 ng/ul, respectivamente)
y el Dia 10. También, se observé una disminucion de la concentracion de ARN conforme
aumenta el numero de dias de vida; siendo para el Dia 5, 1.01y 1.25 veces menor en machos
y hembras respectivamente, en comparacion al Dia 3; y para Dia 10, 2.63 veces y 2.34
veces menor en machos y hembras, respectivamente en comparacion al Dia 3.

Tras la extraccion de ARN de las muestras, se evaluo la pureza de este mediante su
cuantificacion por NanoDrop™., En el Cuadro 4, se observa la concentracion y los valores
de pureza obtenidos.

Cuadro 4. Valores de pureza del ARN extraido de individuos adultos machos y hembras de
D. melanogaster mediante el equipo NanoDrop™

Muestra A260/A280 A230/A260
Machos 2.25+0.0472 2.44+0.312
Hembras 2.33+0.333 2.19+£0.419
Control 0.400 0.0500

En general, el ARN extraido presenta una pureza de &cidos nucleicos (machos: 2.14-
2.31 y hembras: 2.01-3.34) y contaminantes (machos: 2.1-2.53 y hembras: 1.58-2.83)
aceptable con una desviacion estandar relativamente baja entre las mediciones tanto en los
individuos machos como en hembras. Por lo tanto, el ARN aislado fue 6ptimo para ser
utilizado en procedimientos moleculares posteriores.

6.2 Sintesis exitosa de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN
extraido de individuos adultos de D. melanogaster.

El segundo objetivo especifico planted sintetizar ADNc a partir del ARN extraido de
los individuos adultos de la mosca de la fruta. Para esto se utiliz6 una cantidad estandar de
ARN de 5 ug por reaccién.

Cuadro 5. Valores de pureza de ADNCc de las muestras de machos y hembras de D.
melanogaster mediante el equipo NanoDrop™

Muestra Concentracién A260/A280 A230/A260
(ng/pL)

Machos 899.2+48.3 1.58+0.0383 1.77 £0.210

Hembras 914.5+35.4 1.59 +0.0265 1.87 £0.223

Control 0.700 0.600 0.100

En el Cuadro 5, se observa que la concentracion obtenida de ADNCc en los individuos
machos y hembras tiene una alta variabilidad entre las mediciones por muestra (machos:
820-1013 ng/uL y hembras: 840-963 ng/uL). En cuanto a la pureza de &cidos nucleicos
esta se encuentra ligeramente por debajo de lo ptimo (machos:1.53-1.67 y hembras: 1.55-
1.62). Asimismo, muestra una baja variabilidad.
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6.3 Amplificacion exitosa del gen Mnnl con secuencias del promotor T7
incorporadas en individuos macho y hembra de D. melanogaster.

La calidad del ADNCc sintetizado fue evaluada mediante la amplificacion de un gen
control, como Act5C de actina. En la Figura 11 se observa la amplificacion exitosa del gen
de actina. Es posible identificar fragmentos bien definidos de aproximadamente 134 pares
de bases (pb). Sin embargo, es posible observar la presencia de dimeros formados durante
el proceso de amplificacion.
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Figura 11. Amplificacion de productos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del gen Act5C a
partir de ADNc de individuos adultos machos y hembras de D. melanogaster. Condiciones trabajadas en la
electroforesis: gel de agarosa 1.5% (p/v) tefiido con GelRed® (1:10,000) en tampdn de corrida TBE 1X a
100V durante 20 minutos; escalera de peso molecular de ADN 100pb marca Invitrogen™.

Una vez amplificado dicho gen control, se prosigui6 con la amplificacion del fragmento
del gen diana, Mnn1.

A partir del ADNCc obtenido, se realiz6 un PCR convencional con los oligos T7_Mnnl
los cuales incluyen las secuencias del promotor T7 en ambos sentidos. En la Figura 12 es
posible observar la amplificacion exitosa del fragmento para las muestras de machos y
hembras. El producto tiene un tamafio aproximado de 603 pb, siendo correspondiente con
el tamafio esperado del fragmento. A pesar de que se alcanzo la exitosa amplificacion del
gen diana en el experimento, no fue posible replicarlo nuevamente bajo las mismas
condiciones empleadas en el PCR. Por lo tanto, fue necesario un cambio de estrategia para
la amplificacion de dicho gen diana.
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Figura 12. Amplificacion de fragmento del gen Mnn1 con secuencia de promotor T7 afiadidas a partir
de ADNCc de individuos adultos machos y hembras de D. melanogaster. Condiciones trabajadas en la
electroforesis: gel de agarosa 1.5% (p/v) tefiido ¢ on GelRed® (1:10,000) en tampén de corrida TBE 1X a
100V durante 20 minutos; escalera de peso molecular de ADN 100pb marca Invitrogen™.

Esta nueva estrategia consistié en dos rondas de amplificacion. En la primera ronda se
amplifico el fragmento del gen Mnnl sin las secuencias del promotor T7. Para ello, se
utilizo el set de oligos especifico para el gen (Mnnl). En la Figura 13 se observa la
amplificacion exitosa del fragmento en dos muestras de machos y hembras. Este cuenta
con un tamafo aproximado de 562 pb, correspondiente a lo esperado.
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Figura 13. Primera ronda de amplificacion de fragmento del gen Mnn1 a partir de ADNc de individuos
adultos machos y hembras de D. melanogaster. Condiciones trabajadas en la electroforesis: gel de agarosa
1.5% (p/v) tefiido con GelRed® (1:10,000) en tamp6n de corrida TBE 1X a 100V durante 20 minutos;
escalera de peso molecular de ADN 100pb marca Invitrogen™.

En la segunda ronda se utiliz6 como plantilla el producto de PCR amplificado en la
primera ronda. Para ello, se utiliz6 nuevamente el set de oligos T7_Mnnl que incluyen la
secuencia del promotor T7 en ambos sentidos. Cabe resaltar que este set de oligos es el
mismo que se utilizo en la estrategia anterior (Figura 12). Esto fue realizado con el fin de
aumentar la especificidad de amplificacion del fragmento del gen. En la Figura 14, se
muestra la amplificacion exitosa del fragmento del gen con las secuencias de promotor T7
afiadidas. Este muestra un tamafio aproximado de 603 pb para la muestra de machos y
hembras, y su correspondiente control negativo.
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Figura 14. Segunda ronda de amplificacion de fragmento del gen Mnn1 con las secuencias del
promotor T7 a partir del producto de PCR amplificado anteriormente. Condiciones trabajadas en la
electroforesis: gel de agarosa 1.5% (p/v) tefiido con GelRed® (1:10,000) en tampdn de corrida TBE 1X a
100V durante 20 minutos; escalera de peso molecular de ADN 100pb marca Invitrogen™,

6.4 Insercion exitosa del fragmento amplificado en el vector plasmidico
pCR™2.1-TOPO®.

El fragmento del gen Mnn1 amplificado mediante las dos rondas de amplificacion fue
clonado en el plasmido comercial pPCR™2.1-TOPO® linealizado. También se desarrollé la
reaccién del control que involucrd un producto de PCR control que fue insertado en el
vector comercial. Para comprobar que la ligacion del producto PCR con el vector fue
exitosa, se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 15, se observé
que el plasmido recombinante tiene un tamafio aproximado de 4.503 kb. Ademas, es posible
observar la estructura de superenrollamiento, caracteristica de un plasmido circular ligado.
También se observa que el vector linealizado cuenta con un tamafio de 3.9 kb, asimismo
para el control de ligacion es posible observar la estructura de superenrollamiento y una
discreta banda de 750pb, correspondiente al producto de PCR control segun el fabricante.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa para visualizar la ligacion del fragmento del gen Mnnl en el

plasmido. pozo 1: plasmido pCR™2.1-TOPO® linealizado; pozo 2: fragmento del gen Mnn1 con
secuencias T7 afiadidas; pozo 3: plasmido recombinante pCR2.1-TOPO-Mnn1; pozo 4: vector + inserto.
Condiciones de electroforesis: gel de agarosa 1.0% (p/v) tefiido con GelRed® (1:10,000) en tampdn de
corrida TBE 1X a 20V durante 60 minutos; escalera de peso molecular de ADN 1kb Plus marca Invitrog
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7. Discusion

Con el fin de generar un plasmido recombinante con el potencial de silenciamiento del
gen Mnnl mediante un sistema de ARN de interferencia (RNAI) en individuos de
D. melanogaster, un estudio reciente recomienda el uso de individuos adultos; esto
tomando en cuenta la enfermedad de la Neoplasia Endocrina Multiple de tipo 1 (MENL1,
por sus siglas en inglés) que en su mayoria ocurre de forma espontanea durante la vida
adulta (Vidaurre Pinto, 2022). Por lo tanto, para esta investigacion las muestras consistieron
en adultos de ambos sexos.

Tomando en cuenta lo anterior, el primer objetivo especifico consistié en comparar la
cantidad de ARN extraido en individuos machos y hembras de D. melanogaster en
diferentes tiempos de vida adulta. La mosca de la fruta, ademas de ser un excelente modelo
para una variedad de enfermedades, desde hace mas de 100 afios ha sido modelo para el
estudio de la longevidad. Sin embargo, no estaban a disposicién las técnicas moleculares a
las que se tiene acceso actualmente. Por lo que recientemente se ha estudiado a detalle el
genoma de la mosca de la fruta (Brown & Celniker, 2016; Piper & Partridge, 2018),
haciendo posible una comprension mas amplia sobre la dindmica de los genes a lo largo de
la vida del organismo.

Los resultados de la presente investigacion sugieren la existencia de una diferencia
significativa en la cantidad de ARN extraido de individuos adultos de D. melanogaster.
Mas importante, se describe la disminucién en la cantidad de material genético aislado;
siendo significativa esta diferencia entre el dia 3y 10; y dia 5y 10 de vida tanto en machos
como en hembras. Esto podria deberse a que el envejecimiento de las moscas ha sido
correlacionado con la disminucion en la coordinacién de transcripcion entre genes.
También se ha correlacionado con alta carga mutacional y susceptibilidad a dafio de ADN
(Levy et al., 2020). Por tanto, la comprension de los factores involucrados en la dindmica
transcripcional dara una vision mas detallada del rol en el envejecimiento celular.

En la presente investigacion no fue posible establecer diferencia en la concentracion de
ARN extraido entre los dias 3 y 5, sin embargo, esto no implica que la expresion de genes
no haya cambiado. A pesar de que una gran cantidad de investigaciones han estudiado la
expresion de diferentes genes a lo largo de la vida de la mosca de la fruta, pocos han sido
enfocados a comprender la dinamica del ARN mensajero a lo largo de la vida adulta
(Everett et al., 2020; Hu, Comjean, Perrimon, et al., 2017; Yablonovitch et al., 2017).

Un estudio realizado en 2004 por Tahoe y colaboradores donde el ARN total fue

extraido de moscas de la fruta entre 1-63 dias posteclocion, revel6 que el ARN total
disminuyé a medida que la mosca envejecia. Sin embargo, los investigadores concluyen
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que no existe evidencia de una relacion causal entre la longevidad adulta y los niveles de
ARN total (Tahoe et al., 2004). Recientemente, se publicé el atlas de transcriptomica de
unica célula en individuos adultos de D. melanogaster. Este estudio concluye que durante
el envejecimiento el contenido de ARN declina exponencialmente sin afectar la identidad
neuronal (Davie et al., 2018). Si bien no se puede establecer causalidad de la disminucién
en la cantidad de ARN extraido durante el envejecimiento, si ha sido posible establecer alta
correlacion. Este fendmeno fue observado en la investigacion realizada. Tendria que
evaluarse el comportamiento de la cantidad de ARN aislado a lo largo de mas tiempo de la
vida adulta para observar tendencias mas detalladas sobre el declive de la concentracion de
ARN. Ademas, se propone evaluar la expresion de genes implicados en control celular y
crecimiento; y establecer una correlacion entre la edad de la mosca y la expresion de estos
genes.

En conjunto, estas conclusiones respaldan los resultados obtenidos en la presente
investigacion acerca de la dinamica de la cantidad de ARN total extraido de moscas en
diferentes tiempos de vida adulta.

A pesar de que se ha demostrado que en moscas adultas la resistencia al hambre
disminuye durante la vida, es posible que las moscas se hayan alimentado en mayor
cantidad un dia respecto a otro (Gerofotis et al., 2019). EI aumento en la alimentacion
podria estar relacionado a un aumento de la cantidad de ARN cuantificado debido al
aumento en el peso del insecto.

También es importante mencionar que las moscas fueron mantenidas en un solo
ambiente, machos y hembras; por lo que el estrés reproductivo pudo haber influido en la
cantidad de ARN total aislado. Un alto nivel de estrés reproductivo ha sido asociado al
silenciamiento transcripcional; cambios en la interaccion proteina-ARN, asi como en el
interactoma del ARN total de células aisladas (Backlund et al., 2020; Trendel et al., 2019).
Por tanto, la separacion temprana de machos y hembras tendria un efecto sobre la dinamica
transcripcional en los adultos.

Tomando en cuenta que el aislamiento de ARN es indispensable para la generacion de
un plasmido recombinante con el potencial de silenciamiento de un gen, la pureza del ARN
jugé un papel muy importante en la viabilidad de este. En el Cuadro 4 se muestran las
mediciones de absorbancia obtenidas del ARN aislado en individuos adultos machos y
hembras de D. melanogasterkEn el caso de los individuos machos, la media se encuentra
ligeramente por encima del valor adecuado. Se infiere que la medicion del blanco fue
inadecuada ya que esta debe mantener el mismo pH y fuerza idnica que la de la solucion
de muestra (Koetsier & Cantor, 2019).

Teniendo en cuenta que el ARN es una molécula altamente inestable y, por tanto, su
integridad puede verse afectada por maultiples reacciones de degradacion
(Fabre et al., 2013). Es por ello necesaria la conversion de ARN en ADN complementario
(ADNCc), el cual puede ser utilizado como plantilla para una variedad de aplicaciones
posteriores. Por ejemplo, la expresion génica mediante reaccion en cadena de la polimerasa
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cuantitativa en tiempo real (qQPCR), generacién de microarreglos, ARN de secuenciacion,
clonacion de genes, entre otros (Behzadi & Ranjbar, 2019; Jajesniak & Wong, 2017
Vidaurre Pinto, 2022; Westermann & Vogel, 2021).

El segundo objetivo consistio en la produccion de ADNc a partir de ARN extraido de
los individuos adultos machos y hembras de D. melanogaster. EI ADNCc se describe como
una copia de la hebra de ARN mensajero (ARNm) producida por accion de la enzima
transcriptasa reversa (TR). Este contiene Unicamente secuencias codificantes, lo cual es de
interés para realizar el silenciamiento del gen diana, Mnn1 (Hastings, 2001).

El método empleado para la sintesis de ADNc fue mediante el kit comercial GoScript®
Reverse Transcription. Este sistema permite la sintesis eficiente de ADNc de primera
cadena para la posterior amplificacion por PCR (Promega, 2018a).

La cantidad de ARN inicial fue estandarizada segun las recomendaciones del kit. Se
utilizd 5 pg de ARN por reaccion, lo cual demostré ser adecuado para llevar a cabo la
amplificacion por PCR del gen diana. Para futuros estudios, se recomienda optimizar la
cantidad de ARN inicial, ya que es posible alcanzar una amplificacion exitosa utilizando
hasta 1 pug de ARN por reaccion de transcripcion reversa (Promega, 2017).

La seleccion entre oligos aleatorios y oligos(dT) depende del objetivo de interés. Los
oligos aleatorios son generales y permiten la sintesis de ADNCc a partir de una variedad de
plantillas de ARN, incluso ARN aislado de procariotas y aquellos que no poseen cola
poli(A). Mientras que los oligos(dT) se utilizan para moléculas de ARN poliadenilado con
el extremo 3". También es posible utilizar oligos con secuencias disefiadas para generar un
fragmento de ADNCc especifico, o una mezcla entre oligos aleatorios y oligos(dT)
(Promega, 2017). Sin embargo, en procedimientos rutinarios como este, la utilizacién de
oligos aleatorios es suficiente, ya que permite la generacion de productos de ADNCc a lo
largo de toda la secuencia de ARN empleada. Estudios previos, donde produjeron ARN
doble hebra (dSRNA) para el silenciamiento de genes en insectos han empleado oligos
aleatorios para la produccion de ADNCc, indicando que esta es una estrategia valida para el
objetivo del experimento (Taracena et al., 2019, 2022).

El ADNc generado mostro valores de pureza por debajo de los valores 6ptimos, lo cual
indica una posible contaminacion. Una proporcién de 260/ 280 nm es resultado de
contaminacion por proteinas u otro reactivo asociado con el protocolo de extraccién de
ARN. En cuanto a la proporcién baja de A260/230 esta puede ser resultado de residuos de
guanidina u otras sales, que pueden transferirse de las extracciones de ARN. Basado en los
valores de pureza, se seleccionaron 4 muestras (2 muestras de machos y 2 muestras de
hembras) para continuar con el estudio (Koetsier & Cantor, 2019).

En resumen, el protocolo seguido para la sintesis de ADNc a partir de ARN extraido de
individuos adultos machos y hembras de D. melanogaster fue adecuado. Por tanto,
representd un paso muy importante para la transicion a la amplificacion del gen diana,
Mnnl, que codifica para la proteina menina en el organismo Drosophila melanogaster
(Agarwal et al., 2004).
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La integridad del ADNc puede ser evaluada mediante el uso de controles endégenos
tales como Act5C. Este es un gen que codifica para seis proteinas de actina; son altamente
conservadas y estan involucradas en una variedad de funciones tales como movimiento
cromosomico y contracciones musculares, integridad, estructura del citoesqueleto y
sefializacion intercelular (NIH, 2022). Este gen se caracteriza por su expresion estable en
células eucariotas a lo largo de la vida, lo cual lo hace ideal para uso como control interno
en una amplificacion por PCR (UnitProt, 2022).

Cabe resaltar que existen otros genes controles que han sido validados para el estudio
de invertebrados. En una investigacion previa realizada por Taracena y colaboradores
(2019) se demostro que los genes controles EF1, Act5C y Rps7 fueron adecuados para la
produccién de dsRNA en Anopheles gambiae (Taracena et al., 2019). En otro estudio, se
demostro que mediante el uso del gen de mantenimiento RpL17a, fue valido estudiar la
expresion del gen Mnnl en D. melanogaster en las diferentes etapas de vida
(Vidaurre Pinto, 2022). Por lo tanto, en futuros estudios se recomienda el uso de otros genes
controles que permitan validar la integridad del ADNCc.

En la Figura 11, se observa la amplificacion del fragmento de gen Act5C en cuatro
muestras las cuales presentaron la mayor pureza de ADNc en machos y hembras. Los
fragmentos amplificados se encuentran bien definidos con un tamafio de aproximadamente
134 pares de bases (pb). Sin embargo, se observa la presencia de dimeros formados durante
el proceso de amplificacion. En resumen, las muestras con amplificacién exitosa del gen
Act5C fueron utilizadas posteriormente para la evaluacion del gen diana.

El tercer objetivo especifico consistié en amplificar mediante PCR el fragmento del gen
Mnnl con la secuencia del promotor T7 afiadida en ambos sentidos. EI primer paso para
desarrollar un PCR es la seleccion de oligos (Rychlik, 1993). Para ello, se utilizé la
plataforma SnapDragon de Harvard Medical School, la cual se especializa en el disefio de
oligos para la produccion de dsRNA en la mosca de la fruta
(Hu, Comjean, Roesel, et al., 2017).

Los parametros colocados para la seleccion del par de oligos es de gran importancia
para el éxito en la produccién de dsRNA. Primero, el tamafio fuera del objetivo fue
colocado en 19 nucleétidos. El efecto fuera del objetivo diana ocurre cuando el constructo
de dsRNA afecta la expresion de otro genes (Sudbery et al., 2010). En 2006, fue descrito
que valores de tamafio fuera de objetivo mayores 19 nucledtidos contribuye de forma
significativa a la presencia de falsos positivos al llevarse a cabo el silenciamiento
(Kulkarni et al., 2006). Segundo, el tamafio del constructo determina el éxito en la
produccion del silenciamiento en varios organismos
(Kebede & Fite, 2022; LeGendre et al., 2013; Wang et al., 2019). Experimentalmente se ha
demostrado que dsRNA de al menos 60 pares de bases es requerido para un silenciamiento
eficiente mediante RNAI en insectos (Bolognesi et al., 2012). Sin embargo, dsRNA largos
(entre 300-600 pb), han sido asociados a una mayor eficiencia en el silenciamiento en
D. melanogaster (Billmann & Boutros, 2016; Zhou et al., 2013).
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Los parametros colocados para la seleccion del par de oligos es de gran importancia
para el éxito en la produccién de dsRNA. Primero, el tamafio fuera del objetivo fue
colocado en 19 nucledtidos. El efecto fuera del objetivo diana ocurre cuando el constructo
de dsRNA afecta la expresion de otro genes (Sudbery et al., 2010). En 2006, fue descrito
que valores de tamafio fuera de objetivo mayores 19 nucledtidos contribuye de forma
significativa a la presencia de falsos positivos al llevarse a cabo el silenciamiento (Kulkarni
et al., 2006). Segundo, el tamafio del constructo determina el éxito en la produccion del
silenciamiento en varios organismos (Kebede & Fite, 2022; LeGendre et al., 2013; Wang
et al., 2019). Experimentalmente se ha demostrado que dsRNA de al menos 60 pares de
bases es requerido para un silenciamiento eficiente mediante RNAI en insectos
(Bolognesi et al., 2012). Sin embargo, dsRNA largos (entre 300-600 pb), han sido
asociados a una mayor eficiencia en el silenciamiento en D. melanogaster.

Por tanto, esta herramienta proporcion6 la secuencia promotor T7 necesaria para este
estudio. Una de las ventajas del uso de estos oligos es que cuentan con la adicion de 2
guanidinas (2Gs) después de la secuencia promotor T7. Estudios previos han demostrado
que la adicion de estas secuencias aumenta la eficiencia de produccion de dsRNA
(Conrad et al., 2020; Kuzmine et al., 2003).

Una vez seleccionados los oligos se llevd a cabo la amplificacion por PCR del
fragmento del gen diana. Para ello se emplearon los oligos T7_Mnnl en ambos sentidos.
En la Figura 12 se puede observar la amplificacion exitosa del fragmento para una muestra
de machos y hembras. El producto tiene un tamafio aproximado de 603 pb, siendo
correspondiente con el tamafio esperado del fragmento. Las bandas se observan bien
definidas sin presencia de dimeros. A pesar de alcanzar la exitosa amplificacion del gen
diana en el experimento, no fue posible replicarlo.

El kit empleado recomienda que en caso de un bajo rendimiento de amplificacion de
ADN se debe tomar en cuenta los siguientes aspectos: ajustar la temperatura de
anillamiento, minimizar el efecto de inhibidores y la adicidn de aditivos de PCR (Promega,
2018b). En cuanto a la temperatura de anillamiento, se tomd en cuenta que la composicién
del tampon de reaccion pudo afectar las propiedades del ADN ocasionando una
modificacion de la temperatura de anillamiento. Para solucionar este problema se utiliz6
una herramienta dada por el proveedor (Biomath Promega), la cual se especializa en
calcular la temperatura de anillamiento segun la composiciéon del tampon de reaccién
utilizado (Promega, 2022) Sin embargo, el cambio observado en la temperatura fue de
aproximadamente 1°C, por lo que existe muy poca probabilidad que esto pudo haber
causado problemas durante la amplificacion.

La contaminacion por ADN gendémico (ADNQ) de las muestras de ARN puede conducir
a productos de amplificacion no deseados (Laurell et al., 2012). En un estudio realizado
por Padhi y colaboradores describen al PCR cuantitativo por transcripcion reversa (RT-
gPCR) como un método para evaluar la contaminacion por ADNg (Padhi et al., 2016).
También, se ha demostrado que con un disefio de oligos adecuados es posible reducir el
impacto del ADNg (Laurell et al., 2012). Sin embargo, en el presente estudio se contaba
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con limitaciones de presupuesto por lo que no fue posible evaluar ninguno de estos
métodos.

Recientemente, se ha demostrado que el tratamiento de digestion con ADNasa I, es
altamente efectivo para remover ADNg de muestras de ARN (Green & Sambrook, 2019a).
Por lo tanto, en futuros estudios se recomienda emplear esta técnica para alcanzar una
muestra de ARN de alta calidad para su posterior analisis.

Por otro lado, la adicion de aditivos de PCR ha demostrado que puede mejorar la
eficiencia, sensibilidad y especificidad de la amplificacion, o incluso mitigar el efecto de
inhibidores (Karunanathie et al., 2022). Dada la dificultad de amplificacién del fragmento
del gen, es necesaria la adicion de algunos aditivos tales como la betaina, el
dimetilsulfoxido (DMSO), la formamida y el ditiotreitol (DTT), los cuales han demostrado
mejorar el rendimiento de PCRs (Karunanathie et al., 2022; Strien et al., 2013). Cabe
resaltar, que en oligos con contenido moderado de GC se demostré que una combinacién
de aditivos (Soluciéon-Q de Qiagen) y un aumento en la temperatura de anillamiento es
posible obtener mejoras significativas en el PCR (Strien et al., 2013). Los oligos utilizados
presentan %GC de 50% para el gen Mnnl y 45% para el gen Mnnl con secuencia de
promotor T7 afiadida. El contenido de GC recomendado es de 50-55% , por lo que los
oligos utilizados se encuentran dentro del rango 6ptimo para una amplificacién mediante
PCR (Mamedov et al., 2008).

Dada la dificultad para amplificar el fragmento del gen Mnnl con secuencias T7
afiadidas se opt6 por cambiar la estrategia de amplificacion. Para ello, se llevé a cabo un
PCR anidado, que consistié en la amplificacién del gen Mnnl y posteriormente se realizo
la amplificacién con el set de oligos Mnn1_T7. En la Figura 13, se observa la amplificacién
exitosa del fragmento en dos muestras de machos y hembras, la cual tiene un tamafio
aproximado de 562 pb, correspondiente a lo esperado. Tomando en cuenta que el tamafio
6ptimo de dsRNA para inducir silenciamiento mediante RNAi depende del gen de interés,
su localizacién gendmica y la etapa de desarrollo del organismo (J. Chen et al., 2021). El
fragmento generado de gen Mnn1, plantilla del dsSRNA, representa una base sélida para
poder realizar la evaluacion del silenciamiento; sin embargo, deberian de generarse mas
fragmentos con variedad de tamafio para evaluar la eficiencia de silenciamiento de distintos
dsRNAs.

En la Figura 14, también se obtuvo una amplificacion exitosa del fragmento del gen
con un tamafio aproximado de 603 pb para una muestra de machos y hembras,
correspondiente al fragmento del gen Mnnl con las secuencias de promotor T7 afiadidas.
Esta técnica ha sido previamente descrita para aumentar la eficiencia en el acoplamiento de
secuencias T7 a fragmentos de PCR en insectos como Anopheles, Tribolium, entre otros
(Mehlhorn et al., 2021; Schmitt-Engel et al., 2015; Taracena et al., 2019).

La estrategia utilizada por Taracena y colaboradores en 2019 fue similar a la planteada
en la presente investigacion. Sin embargo, el fragmento propuesto (Figura 14), tiene
acoplada la secuencia del promotor T7 en ambos sentidos; siendo ventajoso sobre otros
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fragmentos construidos previamente (Taracena et al., 2019). La principal ventaja es que
este fragmento puede ser clonado en vectores plasmidos altamente eficientes, que no
cuentan con la secuencia del promtor T7. Otra de las ventajas es que no serd necesario
verificar la orientacion del fragmento insertado en el plasmido, ya que al contar con la
secuencia del promotor T7 en orientaciones opuestas facilitard la clonacion de productos
PCR y por consiguiente, la produccion de dsRNA.

Existen plasmidos altamente eficientes para la produccion de dsRNA, tales como
L4440. Este plasmido presenta secuencias de promotor T7 en ambos sentidos, siendo
ampliamente utilizado para el silenciamiento de genes mediante RNAI (Li et al., 2015;
Munawar et al., 2020; Schumpert et al., 2015). Recientemente, Zhong y colaboradores han
evaluado la eficiencia en la produccion de dsRNA por parte del plasmido L4440 en
comparacio a otros plasmidos comerciales. Los resultados de esa investigacion sugieren
que el vector plasmidico pET28 es una plataforma para la produccién en masa de dsSRNA
a bajo costo y altamente eficiente (Ma et al., 2020).

El cuarto objetivo consistio en realizar la insercion del fragmento amplificado (603pb)
mediante PCR en el vector plasmidico pCR™2.1-TOPO® con potencial de silenciamiento
del gen Mnnl en D. melanogaster. Este vector se basa en la clonacion mediada por
topoisomerasa I, conocida como clonacion TOPO, la cual permite la insercion de
fragmentos amplificados con Taqg polimerasa siendo de gran utilidad para la investigacion
(Invitrogen, 2019).

En la Figura 15, se presenta el producto de la ligacion del inserto correspondiente al
fragmento del gen Mnn1 con secuencias de promotor T7 afiadidas, al plasmido. Es posible
observar la presencia de una banda de gran tamafio en la electroforesis en gel de agarosa,
la cual presenta al plasmido recombinante pCR2.1-TOPO-Mnnl. A pesar de que la banda
del plasmido recombinante se encuentre ligeramente debajo de la banda del plasmido
linealizado, se infiere que si fue posible la ligacion del inserto. Esto debido a que los
plasmidos linealizados al ser ligados adoptan una estructura de superenrollamiento. La
flexibilidad del ADN superenrollado permite que este no migren con el mismo
comportamiento con el que migra el ADN lineal, ya que este debe migrar atravesando el
gel de agarosa mediante su paso por los poros (Cole & Tellez, 2002). Por tanto, la estructura
superenrollada, migra ligeramente mas que el plasmido linealizado. Ademas, no es posible
observar el fragmento amplificado de interés; indicando que todo el producto fue ligado al
plasmido.

Para evaluar los resultados se desarroll6 una reaccion control, que consistio en la
ligacion del producto PCR control (proporcionado por el proveedor) con el vector
plasmidico. En la Figura 15, es posible observar una banda con un tamafio aproximado de
750pb. Esta corresponde al producto PCR excedente durante la ligacion. Se recomienda
utilizar una cantidad menor de producto PCR control (<4uL), para asegurar que todo lo
utilizado sea ligado al plasmido. Ademas, el control negativo cuenta con un tamafio de
aproximadamente 3.9kb el cual es correspondiente al esperado, por tanto, los resultados
obtenidos de la ligacion son validos.
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Algunas limitaciones deben ser tomadas en cuenta. Como primer punto, el bajo nimero
de muestra y el estrés reproductivo pudo haber influido sobre la cantidad de ARN aislado
en los individuos adultos de D. melanogaster. Debido a las limitaciones de recursos, no fue
posible aumentar el nUmero de muestra. Segundo, Unicamente fue generado un fragmento
del gen Mnn1 para la produccion del plasmido recombinante, lo cual limita el alcance de
silenciamiento en experimentos in vivo. Y tercero, no fue posible secuenciar el fragmento
del gen Mnnl con la secuencia del promotor T7 afadida; esto validaria la correcta
amplificacion del inserto.

En conjunto, los resultados muestran por primera vez la produccién exitosa de un
plasmido recombinante con el potencial de silencimiento del gen Mnnl en individuos
adultos de D. melanogaster. Asi mismo, ser un modelo experimental para el estudio de
MENL.

Los siguientes pasos para la presente investigacion incluyen la transformacién del
plasmido recombinante en células competentes y la seleccién de clones que contienen el
plasmido pCR2.1-TOPO-Mnn1. Seguidamente, transformar los clones seleccionados en
cepas de E. coli HT115(DE3) productoras de dsRNA,; inducir la produccion de esta y
cuantificarla. Por altimo, utilizar distintos métodos de induccion de dsRNA en
D. melanogaster previamente descritos para observar los fenotipos de la mosca
(Heigwer et al., 2018b).
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8. Conclusiones

El tiempo de vida adulta de los individuos de D. melanogaster es un factor
determinante en la concentracion de ARN aislado. Fue posible observar un
comportamiento descendiente en la cantidad de ARN obtenido de moscas de la fruta
a lo largo de la vida adulta.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN extraido de
individuos adultos machos y hembras de D. melanogaster fue adecuada para llevar
a cabo la amplificacion del fragmento del gen Mnnl. La cuantificacion de ADNc
mostré una proporcion ligeramente menor en la relacion de absorbancia 260/280
nmy 260/230nm, lo cual indica una posible contaminacién por guanidinas u otras
sales que pudieron haber sido transferidas de la extraccion de ARN.

Fue posible realizar la amplificacion exitosa del fragmento del gen Mnnl con la
secuencia afadida del promotor T7 en ambos sentidos. EI tamafio del producto fue
de 603 pares de bases, siendo correspondiente con el tamafio esperado del
fragmento. Por lo tanto, el producto de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
amplificado tiene el potencial de ser clonado en vectores plasmidicos linealizados
para la produccion de ARN doble hebra (dsSRNA).

La generacion del pldésmido recombinante pCR2.1-TOPO-Mnnl fue posible
mediante la ligacion del producto de PCR del gen Mnnl con secuencias T7
afiadidas. De esta forma se demostr6 que el plasmido recombinante tiene el
potencial para el silenciamiento del gen Mnnl mediante el sistema de ARN
interferencia (RNAI).
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9. Recomendaciones

El aumento del numero de muestra beneficiard el poder estadistico en la
comparacion de la cantidad de ARN aislado en los individuos adultos de
D. melanogaster.

El mantenimiento de las cepas silvestres de D. melanogaster deben ser en
condiciones estdndar y O6ptimas a lo largo del estudio para evitar variables
interferentes que puedan afectar la reproducibilidad del estudio.

La generacion de distintos fragmentos del gen Mnn1 permitira evaluar la eficiencia
de silenciamiento en experimentos in vivo. Para ello seré& de gran utilidad contar con
un set de pares de oligos que puedan generar fragmentos del gen diana de distintos
tamanos.

La optimizacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permitira obtener
una amplificacién reproducible para el fragmento del gen Mnnl1.

Con la secuenciacion del plasmido recombinante mediante oligos M13 sera posible

validar que la insercion del fragmento amplificado en el vector plasmidico fue
correcta.
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11. Anexos

11.1 Procedimiento Normado de Operacion

11.1.1 Preparacion de medio de cultivo para las cepas de Drosophila melanogaster

PNO 1:1
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Autores: Melany

Preparacion de medio de cultivo para las cepas de Maldonado
Drosophila melanogaster

1. Proposito

Establecer el procedimiento estandar para la preparacion del medio de cultivo nutritivo
para el mantenimiento de las cepas de Drosophila melanogaster.

2. Campo de aplicacion

Los individuos de Drosophila melanogaster requieren de una ingesta de nutrientes
especificos en su dieta. Los nutrientes generales son una mezcla de levadura, azucar,
almidén de maiz, entre otros ingredientes que van disueltos en un gel de agar. Estos
macronutrientes son esenciales para el desarrollo y crecimiento de moscas de la fruta. Por
lo tanto, la preparacion del medio nutritivo para el mantenimiento de la linea de D.
melanogaster es fundamental (Caravaca, 2016; Troen et al., 2007).

3. Referencias

Caravaca, J. M., & Lei, E. P. (2016). Maintenance of a Drosophila melanogaster
Population Cage. Journal of visualized experiments: JoVE, (109), 53756.
https://doi.org/10.3791/53756

4. Terminologiay abreviaturas
e mL: mililitros
e (: gramos
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e pL: microlitros
e °C: grados celsius

5. Documentos asociados

Tolwinski, N. S. (2017). Introduction: Drosophila—A Model System for
Developmental  Biology. Journal of Developmental Biology, 5(3), 9.
https://doi.org/10.3390/jdb5030009

6. Principio

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es uno de los organismos modelo méas
utilizados para el estudio de la biomedicina. Su bajo costo y rapida reproduccion han hecho
que la mosca sea fundamental para el estudio de enfermedades humanas, diseccion de la
morfogénesis celular y el envejecimiento (Tolwinski, 2017).

7. Seguridad

e Utilizar bata de laboratorio y guantes durante el procedimiento.
e Limpieza del area de trabajo antes y después de su uso.

e Lavado de manos antes y después de la practica.

8. Reactivos

e Azlcar blanca comercial

e Levadura comercial

e Agar

e Metil-4-hidroxibenzoato (antifungico)
e Agua destilada estéril

e Etanol 70%

9. Materiales

e Termoémetro

e Micropipetas p1000

e Puntas p1000 estériles

e Varilla de vidrio

e Beaker 250 mL

e Probeta 100 mL

e Beaker 50 mL

e Botellas especializados para D. melanogaster

10. Equipo
e Balanza
e Estufa eléctrica

11. Procedimiento
e Para un volumen final de 100mL: pesar 10 g de azucar, 8 g de levaduray 2.4 g de agar.
Colocar todos los reactivos en el beaker de 50 mL.
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Preparar una solucion de metil-4-hidroxibenzoato 10%: pesar 1 g de metil-4-
hidroxibenzoato y diluirlo en 10 mL de etanol 70%. Agitar hasta homogeneizar.
Medir 100 mL de agua destilada y colocarlo en un beaker de 250 mL.

Colocar el beaker con el agua en la estufa y calentar hasta el punto de ebullicién.
Colocar cuidadosamente la mezcla del azucar, la levadura y el agar en el beaker con
agua.

Agitar manualmente con la varilla de vidrio para observar la solucion homogénea.
Cuando esté a punto de ebullicion retirar de la estufa y dejar enfriar hasta una
temperatura en la que se pueda manipular el medio (50-60°C), sin permitir que el medio
se solidifique. Para verificar la temperatura se puede utilizar un termémetro.

Una vez llega a la temperatura deseada (50-60°C) colocar 1000 uL de la solucion
preparada de metil-4-hidroxibenzoato y homogeneizar con la varilla de vidrio.

Servir 25 mL aproximadamente del medio en cada tubo de ensayo.

Esperar 30 minutos aproximadamente y verificar que el medio se encuentre
completamente solido.

Almacenar a temperatura ambiente hasta un maximo de 15 dias.

12. Calculos

Célculo 1. Solucion de metil-4-hidroxibenzoato (antifingico) 10%.

- o 10 . L
10 mL solucion antimicético * Too = 1g de solucién antimicoético

13. Control de calidad

Verificar que todo el material a utilizar se encuentre limpio. De este modo se evita la
contaminacion.
Limpiar y desinfectar el area de trabajo con etanol 70%.
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11.1.2 Tratamiento de material plastico para la eliminacion de ARNasa

PNO 1:2
Procedimiento Normado de Operacion

P4ginas Totales: 3

Autores: Melany

Tratamiento de material plastico para la eliminacion de | Maldonado
ARNasa

1. Proposito

Establecer un protocolo para la eliminacion de ARNasa en material plastico.
2. Aplicacion

La clave para obtener una purificacion de ARN exitosa es la inactivacion de ARNasas.
Esto se debe realizar lo méas rapido posible en la primera etapa del proceso de extraccion.
Para ello, se utilizan inhibidores especificos para el material de trabajo como
dietilpirocarbonato (DEPC), complejos de vanadilo ribonucledsido y proteinas inhibidoras
de ARNasas. Una vez eliminadas las ARNasa, la integridad del ARN aumenta
considerablemente y la purificacion puede continuar (Sambrook & Russell, 2011).

3. Referencias

Titus & David E. (1991). Nucleic Acid Detection, Purification and Labeling. Rapid
Isolation of Total RNA; PROMEGA Protocols and Applications Guide, Second Edition.
pp. 125-126, 203. Promega Corporation.

4. Terminologiay abreviaciones

e Acido ribonucleico (ARN): Molécula de una sola hebra que esta formada por grupos
fosfatos y azlcar ribosa unida a cuatro bases: adenina, uracilo, citosina y guanina.

e Acido desoxirribonucleico (ADN): Molécula de doble hebra que estad formada por
grupos fosfatos y azucar desoxirribosa unida a cuatro bases: adenina, timina, citosina 'y
guanina.

e Ribonucleasa (ARNasa): Enzima ribonucleasa que cataliza la hidrélisis de ARN. Es

resistente a altas temperaturas, debido a que posee una estructura de residuos de cisteina

y puentes de disulfuro.

H,0,: peréxido de hidrégeno

mL.: mililitros

min: minutos

psi: libra por pulgada cuadrada
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5. Principio

El ARN posee residuos de ribosa que llevan grupos hidroxilo en posiciones 2" y 3, lo
cual lo hace quimicamente mas reactivo que el ADN. Por lo tanto, se vuelven blancos de
las ARNasa, enzimas capaces de hidrolizar los enlaces diéster que unen los residuos de
fosfato y ribosa. No existe un método simple para inactivar las ARNasas, debido a que son
resistentes a la ebullicion prolongada y a desnaturalizantes suaves (Titus & David, 1991).

La contaminacion con ARNasa exdgeno surge con mayor frecuencia de dos fuentes:

e Tampones contaminados: los tampones pueden contaminarse con bacterias u otros
microorganismos por seguir una técnica aséptica.

e Dispositivos de pipeteo automaético: utilizar puntas desechables no garantiza la
eliminacion de ARNasa, se si la pipeta automatica se ha utilizado previamente para
trabajar con soluciones que contienen ARNasa (Sambrook & Russell, 2011).

6. Documentos asociados

Sambrook, J. y Russell, D. (2011). Extraction and Purification of RNA. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition. Cold Springs Harbor Laboratory Press.
Nueva York. 3rd edicién. Pp 2,231

7. Seguridad

El peroxido de hidrogeno grado reactivo es un liquido altamente oxidante y corrosivo.
Al entrar en contacto con otro material inflamable puede causar fuego. Causa dafios en el
tracto digestivo. Puede causar dafios en el sistema nervioso central, irritacion en el tracto
respiratorio y posibles quemaduras en la piel. En contacto con los ojos puede causar dafos
permanentes. En caso de inhalacidn trasladar a la persona al aire libre; en caso de absorcién
en piel y ojos lavar con abundante agua; en caso de ingestion beber abundante agua.

8. Equipo

e Purificador de agua

e Autoclave
Material

e Beaker 250 mL
e Pistilos plasticos

10. Reactivos
e Perdxido de hidrégeno 3% comercial
e Agua ultrapura o agua destilada estéril

11. Procedimiento

Dentro del beaker de 250 mL colocar el material plastico: pistilos.

Llenar el beaker que contiene los utensilios con H,0, al 3% durante 10 min.
Enjuagar 3 veces con agua ultrapura.

Esterilizar por autoclave todo el material durante 15 minutos a 15 psi en ciclo rapido.
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12. Célculos
NA.
13. Control de calidad

NA.

11.1.3 Extraccion y cuantificacion de ARN de individuos adultos de Drosophila
melanogaster.

PNO 1:3
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Autores: Melany

Extraccion y cuantificacion de ARN de individuos adultos | Maldonado
de Drosophila melanogaster.

1. Proposito

Plantear un protocolo reproducible y eficiente para la extraccion de ARN de individuos
adultos machos y hembras de Drosophila melanogaster. Asimismo, plantear un protocolo
para la cuantificacion de ARN mediante un NanoDrop ™.

2. Aplicacion

La extraccion de ARN conforma el primer paso para el anlisis de la expresion génica,
por tanto, su purificacion representa un paso critico previo a una serie de métodos
analiticos. Una vez aislado el ARN es importante su cuantificacion, ya que permite
determinar la pureza y posibles fuentes de contaminacion (Sambrook & Russell, 2011).

Después del aislamiento del ARN, es posible realizar una variedad de analisis como
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR), secuenciacion, transcriptomica,
clonacion, microarreglos, entre otros. Los métodos de extraccion se pueden dividir en tres
grupos. El primero grupo se basa en extraccion con fenol: cloroformo orgéanico; el segundo
grupo conforma métodos de purificacién que tienen la capacidad de unirse a superficies
especificas; y el tercer grupo incluye los métodos de aislamiento en gradientes isopicnicos
(Vomelova et al., 2009).

3. Referencias

Promega. (2004). Sv total RNA isolation system. SV Total RNA Isolation System (Vol.
TMO048, p. 28).

ThermoFisher Scientific. (2011). Nucleic Acid: ThermoScientific NanoDrop™
Spectrophotometers. Thermo Scientific.
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4. Terminologiay abreviaciones

e Acido desoxirribonucleico (ADN): Molécula de doble hebra que esta formada por
grupos fosfatos y azucar desoxirribosa unida a cuatro bases: adenina, timina, citosina y
guanina.

e Acido ribonucleico (ARN): Molécula de una sola hebra que esta formada por grupos
fosfatos y azUcar ribosa unida a cuatro bases: adenina, uracilo, citosina y guanina.

e Desoxirribonucleasa (ADNasa): Endonucleasa que cataliza los enlaces fosfodiéster del
ADN.

e Ribonucleasa (ARNasa): Enzima capaz de hidrolizar los enlaces diester que unen los
residuos de fosfato y ribosa, por tanto, cataliza la hidrolisis de ARN.

e Tampon: Solucién capaz de mantener la concentracion de iones de hidroégeno (pH) con
cambios minimos en la dilucién o adicion de acido o base.

e puL: microlitros

e mL: mililitros

e M: molar

e min: minutos

e nM: nandémetros

e mg: miligramos

e BME: -mercaptoetanol

e °C: grados celsius

e (: gravedades

5. Principio

El sistema de purificacion de ARN esta basado en membranas de silica dentro de
columnas adaptables. Este sistema incluye un paso de tratamiento con ADNasa
directamente en la membrana, lo cual reduce la contaminacion por ADN gendémico que
conducen a falsos resultados en la amplificacion. La purificacion se alcanza mediante la
filtracion del ARN por la membrana (Promega, 2018).

La cuantificacion del material genético se alcanza mediante la medicion de la
absorbancia por un espectrofotometro. Permite la absorbancia de todas las moléculas de la
muestra que absorben la longitud de onda de interés, incluidas el ARN (ThermoFisher
Scientific, 2011).

6. Documentos asociados

Sambrook, J. y Russell, D. (2011). Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.

VVomelova I, Vanickova Z, Sedo A. (2009). Methods of RNA purification. All ways
(should) lead to Rome. Folia Biol (Praha).55(6):243-51. PMID: 20163774.
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Wilfinger, W. Mackey, K. and Chomczynski, P. (1997). Effect of pH and lonic Strength

on the Spectrophotometric Assessment of Nucleic Acid Purity: BioTechniques 22:474-481

0 O 0 0O o0 O O O

Seguridad

Lavado apropiado de manos antes y despues de realizar la préctica.
Uso de guantes de nitrilo y bata durante el procedimiento.
Trabajar segun las practicas estandarizadas de laboratorio.

Equipos

Bafio Maria
Centrifugadora
Balanza analitica
Congelador -20°C
NanoDrop ™
Congelador -80°C
Refrigerador 4°C

Materiales

Micropipetas de p10, p100 y p1000 libres de ARNasas

Puntas de p10, p100 y p1000 esterilizadas y libres de ARNasas
Sistema de columna: columna, tubo de recoleccion y tubo de elucion
Tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 mL y libres de ARNasa
Pistilos estériles y libres de ARNasa

Pafiuelos desechables (Kimwipes®)

Pinza estéril

Hielo o gradilla fria

Gradillas para tubos de 1.5mL

. Reactivos

Etanol 95%

Etanol 70%

Kit SV Total RNA lIsolation System Promega Corporation:
Tampdn de lisis de ARN
Tampdn de dilucion de ARN
-mercaptoetanol

MnCl;

ADNasa |

Tampédn de ndcleo amarillo
Solucién de parada de ADNasa
Solucion de lavado de ARN
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o Solucion inhibidora de ARNasa para superficies

11. Procedimiento
11.1 Preparacion de soluciones

Nota: la preparacion de soluciones se realiza Unicamente si el kit es nuevo. Después de
seguir este procedimiento, las soluciones deben almacenarse en las condiciones indicadas
para su uso posterior.

11.1.1 ADNasa |

e Preparar la solucion con agua grado biologia molecular y mezclar suavemente haciendo
girar el vial de solucion. Seguir la cantidad indicada en el vial de ADNasa I.

e Dispersar en alicuotas iguales (5-10) en tubos de microcentrifuga estériles libres de
ARNasa. Se requiere un total de 5uL. de ADNasa | rehidratada por purificacion de
ARN.

e Almacenar la ADNasa | rehidratada a —20 °C. No agitar la solucion en vértex; no
descongelar las alicuotas de ADNasa | rehidratada mas de tres veces.

11.1.1 Tampdn de lisis ARN

e Para un kit de 50 reacciones agregar 500 uL de BME a la botella de 50 mL de tampdn
de lisis de ARN.

e Rotular la botella e indicar que se realizo la dilucion.

e Almacenar la botella a 4°C.

11.1.3 Solucion de lavado de ARN

e Para un kit de 50 reacciones agregar 100 mL de etanol 95% a la botella que contiene
58.8 mL de la solucién concentrada de lavado de ARN.

e Rotular la botella e indicar la dilucion.

e Almacenar a 15-30°C.

11.1.4 Solucioén de parada de ADNasa

e Para el kit de 50 reacciones se debe agregar 8 mL de etanol 95% a la botella que
contiene 5.3 mL de solucion concentrada de parada de ADNasa.

e Almacenar la botella a 15-30°C.

11.2 Preparacion de muestras de individuos macho y hembras de D. melanogaster

e Con unas pinzas estériles sexar los individuos adultos de D. melanogaster.

e Pesar en la balanza analitica 30 mg de individuos adultos de D. melanogaster (30
machos y 25 hembras aproximadamente).

e Colocar los 30 mg de moscas en 1 tubo de 1.5mL y congelar a -80°C durante 30
minutos.
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11.3 Preparacion de lisados a partir de muestras de tejido pequeiio (<30 mg)

Limpiar los guantes y todo el material a utilizar con inhibidor de ARNasas.

Sacar del congelador de -80°C el tubo de 1.5mL que contiene los 30 mg de moscas
congeladas.

Macerar con un pistilo estéril y libre de nucleasas hasta observar una muestra
homogénea.

Transferir 175 pL del tampon de lisis de ARN al tubo con el lisado. Mezclar por
inversion hasta homogeneizar.

Afadir 350 puL de tampodn de dilucién de ARN (azul) al tubo con el lisado y mezclar
por inversion 3-4 veces.

Calentar en bafio Maria el tubo con el lisado a 70°C durante 3 minutos. Si la incubacion
supera los 3 minutos puede comprometer la integridad del ARN. Asegurarse de que la
temperatura se mantenga constante.

Centrifugar por 10 minutos a 12,000-14,000 x g a 20-25°C.

11.4Purificacion de ARN por centrifugacion

e O O O e o o o

Trasvasar el sobrenadante claro a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5mL estéril y
libre de ARNasa, sin perturbar el debris celular. (500 puL aproximadamente). El arrastre
de los residuos puede formar una capa sélida sobre el sobrenadante.

Afiadir 200 pL de etanol al 95% al lisado y mezclar por inversion 3-4 veces.
Ensamblar el sistema de columna: colocar la columna dentro del tubo de recoleccion.
Rotular la columna con el No. de muestra.

Transferir el lisado con etanol a la columna (700uL aproximadamente).

Centrifugar por 1 minuto a 12,000-14,000 x g.

Descartar el liquido del tubo de recoleccién por inversion, y volver a ensamblar el
sistema.

Agregar 600 pL de solucion de lavado de ARN a la columna con tubo de recoleccion.
Centrifugar por 1 minuto a 12,000-14,000 x g.

Descartar el liquido del tubo de recoleccion y volver a ensamblar.

En un tubo de microcentrifuga (1.5mL estéril y libre de ARNasa) preparar la mezcla de
incubacién de ADNasa en el siguiente orden (trabajar sobre hielo):

40 pL de tampdn de nucleo amarillo

5 uL de MnCI12 0.09 M

5 uL de enzima ADNasa I.

Los volumenes utilizados para esta mezcla son por muestra. Es importante no preparar
esta solucion antes de este paso. Mezclar por pipeteo suave.

Transferir 50 uL de la mezcla de incubacion recién preparada sobre la columna. Incubar
por 15 minutos a 20 — 25°C.

Después de la incubacion, afiadir 200 pL de solucion de parada de ADNasa preparada
y centrifugar por 1 minuto a 12,000-14,000 x g.

Descartar el liquido del tubo de recoleccion y volver a ensamblar.

Agregar 600 pL de solucion de lavado de ARN (preparada previamente con etanol).
Centrifugar por 1 minuto a 12,000-14,000 x g.

Descartar el liquido del tubo de recoleccion por inversion y agregar 250 pL de solucion
de lavado de ARN (con etanol agregado).
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e Centrifugar por 2 minutos a maxima velocidad.

e Rotular un tubo de elucion con nombre y fecha e indicar que la muestra es ARN.

e Transferir la columna al tubo de elucion.

Agregar 100 pL de agua libre de nucleasas.

Centrifugar por 1 minuto a 12,000-14,000 x g.

Remover la columna y descartar.

Si el objetivo es continuar inmediatamente con la sintesis de ADN complementario se
debe seguir el PNO 4. De lo contrario, el ARN obtenido se puede almacenar a -80°C
hasta 1 mes como maximo.

11.5Cuantificacion de ARN por NanoDrop ™

e Encender el equipo.

e Seleccionar el material genético que se analizara, ARN.

e Limpiar la placa de medicion utilizando un pafio desechable (Kimwipes®) especial para
la limpieza de piezas, instrumentos de precision y opticas.

Colocar 1.5 uL de agua libre de nucleasas, sera el blanco para la medicion.
Seleccionar la opcidn para leer el blanco.

Limpiar nuevamente la placa de medicion con el pafio desechable.

Colocar 1.5 uL de la muestra a analizar en la placa de medicion.

Realizar la medicion.

Anotar la concentracion y los valores de pureza.

Nota: La relacion de absorbancia a 260 y 280 nm determina la pureza del ARN. Un
valor de 1.8-2.0 representa un valor de pureza aceptable. Si la relacion esta por debajo
indica la presencia de proteina, fenol y otros contaminantes que se absorben a 280 nm
(Wilfinger, Mackey & Chomczynski, 1997).

La relacion de absorbancia a 260 y 230 nm se utiliza como una medida secundaria de
la pureza del acido nucleico. Los valores para el acido nucleico puro se encuentran en el
rango de 2.0 a 2.2. Si la relacién es apreciablemente mas baja de lo esperado, indica la
presencia de contaminantes que se absorben a 230 nm (Wilfinger, Mackey & Chomczynski,
1997).

12. Calculos
NA.

13. Control de calidad

e Verificar que las superficies y el material hayan sido desinfectados y limpiados con la
solucion libre de ARNasa previo al trabajo.

e Mantener un juego especial de pipetas automaticas Unicamente para la manipulacién de
ARN.

e Reservar elementos de cristaleria, lotes de plastico y tampones que se utilizaran
Unicamente para experimentos con ARN.

e Evitar materiales que han sido previamente utilizados para otros experimentos que
contienen ARNasa.
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e Tratar los articulos de plastico con el tratamiento correspondiente para inhibir las
ARNasas (seguir el PNO: 2).

e Utilizar puntas desechables y tubos de microcentrifuga certificados por un fabricante
que estén libres de ARNasas.

e Utilizar inhibidores para suprimir las ARNasas de las superficies del area de trabajo
durante el aislamiento del ARN.

11.1.4 Sintesis de ADN complementario a partir de ARN extraido de Drosophila
melanogaster.

PNO 1:4
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Autores: Melany

Sintesis de ADN complementario a partir de ARN extraido | Maldonado
de Drosophila melanogaster

1. Proposito

Establecer un protocolo reproducible y eficiente para la sintesis de ADN
complementario a partir de ARN extraido de individuos machos de Drosophila
melanogaster.

2. Aplicacion

El ADN de complemento (ADNCc) puede ser utilizado como plantilla para una variedad
de aplicaciones posteriores de estudios de ARN como, por ejemplo, la expresion génica
mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). También es utilizado
en la clonacion de genes y en la creacion de bibliotecas de ADNc (Harbers, 2008; Schaefer,
1995). Por lo tanto, la sintesis de ADNCc facilitara la transicién a la amplificacion de dianas
de genes como Mnnl, que codifican para la proteina menina en el organismo D.
melanogaster (Agarwal et al., 2004).

3. Referencias
Promega. (2018a). Goscript reverse transcription system. En Technical manual:
GoScript reverse transcription system (Vol. TM316, p. 24).

4. Terminologia y abreviaciones

e Acido desoxirribonucleico (ADN): Acido ribonucleico (ARN): Molécula de doble
hebra que esta formada por grupos fosfatos y azcar desoxirribosa unida a cuatro bases:
adenina, timina, citosina y guanina.

e Acido desoxirribonucleico complementario (ADNCc): Es una copia de ADN producida
por la enzima transcriptasa reversa.

e Transcriptasa reversa (TR): Es una polimerasa de ADN que sintetiza ADN
monocatenario mediante un acido nucleico complementario (ARN o ADN) como
plantilla.
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e Acido ribonucleico (ARN): Molécula de una sola hebra que esta formada por grupos
fosfatos y azucar ribosa que esta unida a cuatro bases: adenina, uracilo, citosina y
guanina.

e Tampon: Solucidn capaz de mantener la concentracion de iones de hidrogeno (pH) con
cambios minimos en la dilucién o adicion de acido o base.

e Oligos: es una cadena corta simple de ADN o ARN sintético que sirve como punto de
inicio para la amplificacion de genes.

e BME: -mercaptoetanol

MgCI2: cloruro de magnesio

mL: mililitros

°C: grados celsius

rxn: reaccion

1g: microgramos

uL: microlitros

min: minutos

nm: nandémetros

g: gravedades

5. Principio

La sintesis de ADNCc se lleva a cabo a partir de una plantilla de ARN en una reaccion
catalizada por la enzima transcriptasa reversa (TR). Se coloca una mezcla de nucleétidos
que permiten la formacidn de una hebra complementaria a la plantilla de ARN. La reaccion
va acompafiada de incubaciones a diferentes temperaturas, las cuales dan lugar al
anillamiento, extension e inactivacion de la enzima (Schaefer, 1995).

6. Documentos asociados
Agarwal, S.K., Lee Burns, A., Sukhodolets, K.E., Kennedy, P.A., Obungu, V.H.
(2004). Molecular pathology of the MEN1 gene. Ann. N. Y. Acad. Sci.,1014. pp. 189-198
Harbers, M. (2008). The current status of cDNA cloning. Genomics 91(3):232-242.
Schaefer BC. (1995). Revolutions in rapid amplification of cDNA ends: new strategies
for polymerase chain reaction cloning of full-length cDNA ends. Anal Biochem
227(2):255-273.
Wilfinger, W. Mackey, K. and Chomczynski, P. (1997). Effect of pH and lonic Strength
on the Spectrophotometric Assessment of Nucleic Acid Purity: BioTechniques 22:474-481.

7. Seguridad

e Lavado apropiado de manos antes y despues de realizar la practica.
e Uso de guantes de nitrilo y bata durante el procedimiento.

e Esterilizacion de los insumos de trabajo.

e Trabajar segun las practicas estandarizadas de laboratorio.

©o

Equipos
Congelador -20°C
Centrifugadora
Bafio Maria
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e Termociclador
e Autoclave

e NanoDrop™

e \Vortex

9. Materiales

e Micropipetas p10, p100 y p1000

e Puntas p10, p100 y p1000 libres de ARNasas

e Tubosde 0.2mL y 1.5 mL estériles y libres de ARNasas
e Hielo

e Pafio desechable (Kimwipes®)

10. Reactivos

Kit Goscript reverse transcription system Promega Corporation:
Oligos aleatorios

Mix nucle6tidos

Transcriptasa reversa GoScript™

Tampdn de reaccion GoScript™ 5X

Mezcla de nucledtidos

Agua libre de nucleasas

Inhibidor de ribonucleasa RNasin® recombinante

MgCl;

O O O O O O O 0 e

11. Procedimiento
11.1 Sintesis de ADNc

o Atemperar el kit y el ARN extraido previamente.

e Mezclar el ARN y los oligos aleatorios brevemente en vortex y centrifugar.

e Combinar los siguientes componentes en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL estéril
y libre de ARNasa:
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Cuadro 1. Componentes utilizados para la sintesis de ADN.

Componente Volumen
ARN experimental Sug/rxn
Oligos aleatorios 0.5pg/rxn
Agua libre de nucleasas Para volumen final de 5.0 uL

Cerrar el tubo cuidadosamente. Colocar en bafio maria precalentado a 70°C durante 5
minutos. Enfriar el tubo inmediatamente con hielo durante 5 minutos.

Centrifugar el tubo brevemente y mantener el tubo en hielo hasta que se prepare por
completo la siguiente mezcla de transcripcién reversa.

En otro tubo de microcentrifuga de 1.5mL en hielo, preparar la mezcla de reaccion de
transcripcion reversa combinando los siguientes componentes:
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Cuadro 2. Componentes utilizados para la mezcla de reaccion de transcripcion

inversa.
Componente Volumen
(nL)
Tampon de reaccion 4.0
GoScript™ 5X
MgCl; 3.0
1.0
Mix nucleétidos
Inhibidor de ribonucleasa 0.75
RNasin® recombinante
Transcriptasa reversa 1.0
GoScript™
Agua libre de nucleasas 5.25
Volumen final 15

Transferir los 15 pL de la mezcla de reaccidn de transcripcion reversa al tubo que
contiene los componentes de la sintesis de ADNc (ARN experimental, oligos aleatorios
y agua libre de nucleasas) para obtener un volumen final de 20 pL.
Mezclar por inversidn suavemente y mantener en hielo el tubo.
Establecer el siguiente programa en el termociclador:

Cuadro 3. Programa del termociclador.

Etapa Temperatura Tiempo
(°C)
Anillamiento 25 5 min
Extension 42 60 min

Colocar el tubo en el termociclador y seguir el programa anterior.

Una vez finalizado el programa, el ADNCc sintetizado puede ser cuantificado mediante
un NanoDrop ™ o en gel de agarosa (seguir el PNO 5).
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11.2 Cuantificacion de ADNc por NanoDrop™

e Encender el equipo.

e Seleccionar ADN, material genético que se analizara.

e Limpiar la placa de medicidn utilizando un pafio desechable (Kimwipes) especial para
la limpieza de piezas, instrumentos de precision y oOpticas.

e Colocar 1.5 L de agua libre de nucleasas, sera el blanco para la medicion.

Blanquear.

Limpiar nuevamente la placa de medicion con el pafio desechable.

Colocar 1.5 L de la muestra a analizar en la placa de medicion.

Realizar la medicion.

Anotar la concentracion y los valores de pureza.

Nota: La relacion de absorbancia a 260 y 280 nm determina la pureza del ADN. Un
valor de 1.8 representa un valor de pureza aceptable. Si la relacion esta por encima del valor
de 2.0 indica la presencia de ARN en la muestra. Si la relacién esta por debajo indica la
presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes (Wilfinger, Mackey & Chomczynski,
1997).

La relacion de absorbancia a 260 y 230 nm se utiliza como una medida secundaria de
la pureza del acido nucleico. Los valores para el acido nucleico puro se encuentran en el
rango de 2.0 a 2.2. Si la relacién es apreciablemente méas baja de lo esperado, indica la
presencia de contaminantes que se absorben a 230 nm (Wilfinger, Mackey & Chomczynski,
1997).

14. Célculos
Calculo 1. Obtencion de pg de ARN/rxn para la sintesis de ADNc

GV =G,

lug
B c,V, B (ZOML)(ZO’HL)

1
G ED

:,LLL

C,= concentracion de ARN experimental obtenido
V1= volumen de ARN requerido

C,= concentracion de ARN final

V,= volumen de reaccién final
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Calculo 2. Obtencion de pg de oligos aleatorios/rxn para la sintesis de ADNc
1V =GV,

0.5
oy oD 20uL)

1 =
E248,

= 1uL

C,= concentracion de oligos aleatorios

/1= volumen de oligos requeridos

C,= concentracion de oligos aleatorios final
V,= volumen de reaccién final

15. Control de calidad

e e e OO o

Usar areas de trabajo y material designado para cada paso.

Verificar que las superficies y el material hayan sido desinfectados y limpiados primero con
etanol 70% seguido de la solucion libre de ARNasa para superficies, previo al trabajo.
Minimizar el potencial de la contaminacién cruzada entre muestras:

Evitar la transferencia de &cido nucleico (ARN y ADN) de un experimento al otro.

Evitar la contaminacion con el desplazamiento de puntas de pipeta.

Utilizar tubos estériles y libres de nucleasas.

Mantener en refrigeracion a -20°C el kit.

Usar guantes durante el procedimiento.

11.1.5 Amplificacion del gen Mnn1 de Drosophila melanogaster mediante reaccion en
cadena por polimerasa (PCR) y visualizacion de productos de PCR por electroforesis
en gel de agarosa.

PNO 1:4
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales:
3

mediante PCR vy visualizaciébn de productos de PCR por
electroforesis en gel de agarosa

Autores:
Amplificacion del gen Mnnl de Drosophila melanogaster | Melany Maldonado

1.

Propdésito
Establecer un protocolo para la amplificacion del gen Mnn1 de Drosophila melanogaster

mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Asi mismo, visualizar los
productos de PCR mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa.

2. Aplicacion

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR; por sus siglas en inglés) es un sistema

ampliamente utilizado para la amplificacion de una secuencia especifica de ADN
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determinada por oligos dirigidos a un fragmento del gen de interés permitiendo el
aislamiento, secuenciacion o clonacién de la secuencia amplificada. La amplificacion del
gen Mnnl permite obtener multiples copias de un fragmento de este gen, que puede ser
purificado y utilizado para la clonacion. Por otro lado, determinar la presencia del gen Mnn1
en el plasmido pGEM-T mediante PCR, permite la verificacion de la correcta ligacion, y
subsecuente clonacion en la bacteria E. coli HT115(DE3) (Van Den Ent & Léwe, 2006).

3. Referencias

Promega. (2021). Gotaq green master mix. En Technical manual: Gotag green master

mix (Vol.M7122, p. 2).

Korbie, D. Mattick, J. (2008). Touchdown PCR for increased specificity and sensitivity

in PCR amplification. Nat Protoc 3, 1452-1456. https://doi.org/10.1038/nprot.2008.133

4. Terminologiay abreviaturas

Acido desoxirribonucleico (ADN): Acido ribonucleico (ARN): Molécula de doble
hebra que esta formada por grupos fosfatos y azucar desoxirribosa que estd unida a
cuatro bases: adenina, timina, citosina y guanina.

Acido desoxirribonucleico complementario (ADNCc): Es una copia de ADN producida
por la enzima transcriptasa reversa.

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR): La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica de laboratorio que permite la amplificacion de copias de
segmentos especificos de ADN.

Oligos: es una cadena corta simple de ADN o ARN sintético que sirve como punto de
inicio para la amplificacion de genes.

Acido ribonucleico (ARN): Molécula de una sola hebra que esta formada por grupos
fosfatos y azlcar ribosa que estd unida a cuatro bases: adenina, uracilo, citosina y
guanina.

Temperatura de fusién de oligos (Tm): Temperatura en la cual la mitad del daplex de
ADN se disocia en ADN monocatenario.

Tampon: Solucion capaz de mantener la concentracion de iones de hidrogeno (pH)
con cambios minimos en la dilucién o adicion de acido o base.

TBE: Tampon Tris Borato EDTA

pb: pares de bases

kb: kilobases

pL: microlitros

rnx: reaccion

mL.: mililitros

g: gramos

L: litro

V: voltios

°C: grados celsius

seg: segundos

min: minutos

ng: nanogramos
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5. Documentos asociados
J.M. Wages. (2005). Polymerase Chain Reaction. Elsevier. Encyclopedia of Analytical
Science. https://doi.org/10.1016/B0-12-369397-7/00475-1.
Johansson, B. G. (1972). Agarose gel electrophoresis. Scandinavian Journal of Clinical
and Laboratory Investigation, 29(sup124), 7-19.
Van Den Ent, F., & Lowe, J. (2006). RF cloning: a restriction-free method for inserting
target genes into plasmids. Journal of biochemical and biophysical methods, 67(1), 67-74.

6. Principio

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio que permite
la amplificacion de copias de segmentos especificos de ADN. La técnica PCR implica la
sintesis enzimatica de miles de millones de copias de un segmento de ADN especifico.
Durante la primera etapa, la molécula de ADN molde se desnaturaliza en dos cadenas
sencillas a temperatura a altas temperaturas (90-95°C). Dos pequefios oligonucle6tidos,
complementarios a secuencias en hebras opuestas de la molécula molde, flanquean el
segmento de ADN como cebadores para la ADN polimerasa (la més utilizada es la enzima
aislada de Thermus aquaticus (Taq Polimerasa). Por lo tanto, se obtendra la amplificacion
de miles de millones de copias (amplicones) de la secuencia especifica. La segunda etapa
del ciclo consiste en enfriar la reaccion, esto permite la hibridacion de los cebadores de
oligonucleotidos monocatenarios con la molécula molde desnaturalizada. La tercera etapa
es la extension de la nueva hebra del cebador en una direccion de 5"a 3 por la polimerasa
termoestable en una temperatura Optima para enzima (68-72°C). Cada ciclo duplica la
cantidad de producto de ADN. El ciclo de tres etapas se repite de 25 a 40 veces en un
procedimiento rutinario de PCR. El producto de la reaccion es una molécula de ADN de
doble cadena, por lo general tienen una longitud de 100 a 3000 pb (Wages, 2005).

Los productos de PCR se visualizan mediante la electroforesis en gel de agarosa. Esta
técnica permite separar los fragmentos de ADN a través de un gel con corriente eléctrica.
Las moléculas viajan por un campo eléctrico a través del gel que contiene pequefios poros.
La velocidad a la que viajan las moléculas es inversamente proporcional a su longitud. Por
lo tanto, las moléculas de ADN pequefias viajaran a una distancia mayor que una molécula
de ADN mas grande. Es importante incluir un estandar, o escalera de ADN para comparar
y determinar el tamafio de los fragmentos de ADN (Johansson, 1972).

7. Seguridad
e Lavado apropiado de manos antes y después de realizar la practica.
e Uso de guantes de nitrilo y bata durante el procedimiento.
e Trabajar segln las practicas estandarizadas de laboratorio.

8. Equipo

Congelador -20°C
Refrigerador 4°C
Termociclador
Microondas
Transiluminador
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Purificador de agua
Estufa
Vortex

9. Materiales

Tubos de microcentrifuga 1.5mL estériles
Tubos de microcentrifuga 0.2mL estériles
Gradillas frias o hielo

Micropipetas de p10 y p1000

Puntas de p10 y p100 estériles

Probeta 10 mL y 1000 mL

Céamara de electroforesis

Agitador magnetico

Parafilm

Bolsas plasticas

10. Reactivos

e ¢ o 06 ¢ 0606 6O 0O0ODOO ®

GoTag® Flexi DNA Polymerase:
5X GoTag® Flexi Tampon incoloro
MgCl;

PCR Mix Nucledtidos

GoTag® ADN polimerasa

Agua libre de nucleasa

Oligo T7-Mnn1 Sentido

Oligo T7-Mnn1 Antisentido
Etanol 75%

Tamp6n TBE 10X

Agarosa

Tinte de carga

Escalera 1kb

GelRed®®

11. Procedimiento
11.6 PCR touchdown para ADNc

Nota: Antes de iniciar con el PCR, se debe inactivar la transcriptasa reversa del ADNc

a 70°C durante 15 min.

Desinfectar el area de trabajo y el material a utilizar con etanol 70%.

Llevar a temperatura ambiente el kit y la plantilla de ADN.

Colocar brevemente en vortex el agua libre de nucleasas, GoTag® Flexi tampdn
incoloro, MgCI2 y los oligos.

Colocar en la centrifugadora brevemente todos los tubos para recolectar el material.
Rotular tubos de microcentrifuga estériles (0.2mL), segun el niUmero de muestras.

En un tubo de 1.5mL preparar el siguiente mix siguiendo el orden (preparar la reaccion
sobre hielo):
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Cuadro 1. Preparacion del mix

Componente Volumen 1 rxn Concentracion
final
(nL)
Agua libre de Completar hasta un NA
nucleasas volumen de 50
5X GoTag® Flexi 10 1X
Tampon Incoloro
MgCl,, 25mM 2-8 1.0-4.0mM
PCR Mix
Nucleétidos, 10mM 1 0.2mM
Oligo Sentido T7- X 0.1-1.0uM
Mnnl, 10uM
Oligo Antisentido T7- Y 0.1-1.0uM
Mnnl, 10uM
GoTag® ADN 0.25 1.25u
polimerasa (5u/pL)
*Plantilla de ADN Z <0.5ug/50uL
experimental
Total 50 NA

*El control negativo contiene todos los reactivos del mix excepto la plantilla de ADN.

Establecer el siguiente programa en el termociclador.
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Cuadro 2. Programa de PCR touchdown

Fase Pasos Temperatura Tiempo
1 (°C)
1 Desnaturalizacion 95 3 min
2 Desnaturalizacion 95 30 seg
3 Anillamiento Tm + 10* 45 seg
4 Elongacion 72 60 seg 0 mas”
Repetir pasos 2-4 (10-15 veces)
Fase Pasos Temperatura Tiempo
2 (°C)
5 Desnaturalizacion 95 30 seg
6 Anillamiento Tmo (Tm -5) 45 seg
7 Elongacion 72 60 seg 0 mas”
Repetir pasos 5-7 (20-25 veces)
Final Pasos Temperatura Tiempo
(°C)
8 Elongacion 72 5 min
9 Detener la 4 15 min
reaccion
10 Hold 23 (temperatura Hasta que se
ambiente) remueva del
termociclador

*Cada vez que se repiten los pasos 2 a 4, la temperatura Tm debe disminuirse en 1
°Clciclo, hasta alcanzar la Tm estimada de los cebadores que se estan utilizando o
ligeramente desviado (aproximadamente 10-15 ciclos). “"Un paso de elongacién de 60 seg
es suficiente para amplicones de hasta 1 kb de tamafio; para amplicones méas grandes. se
debe seguir 60 seg de tiempo de extension por kb de producto (es decir, un amplicon de 2.5

kb requeriria un tiempo de extension de 150 seg)

e Cerrar los tubos y colocarlos en el termociclador precalentado a 95°C segun el

programa establecido.

e Los productos de PCR se pueden almacenar a 4°C durante 4-5 dias o -20°C hasta 2

meses.
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11.3 Electroforesis para ADN

11.3.1 Preparacién de tampon TBE 1X (1L)

Medir 600 mL de agua ultrapura y colocar en un recipiente. Colocar dentro del
recipiente un agitador magnetico.

Medir 100 mL del tampon TBE 10X

Colocar el recipiente sobre una placa de agitacion (estufa) y agregar lentamente el
concentrado.

Mezclar la solucién hasta que el TBE se disuelva por completo, luego agregar agua
ultrapura para llevar el volumen final a 1L.

Almacenar a temperatura ambiente hasta 1 mes.

11.3.2 Electroforesis en gel de agarose

Para realizar un gel de agarosa grande (16 pozos) se requieren 40 mL aproximadamente.
Pesar 0.759 de agarosa y colocar en Erlenmeyer 100 mL.

Medir con una probeta 40 mL de tampdén TBE 1X y diluir en la agarosa.

Calentar la mezcla en el microondas por 1 minuto. Realizar intervalos de 15 seg para
mezclar la solucion.

Dejar enfriar el gel hasta una temperatura en la que se pueda tomar el Erlenmeyer con
las manos (45°C aproximadamente).

Montar un peine correspondiente al nimero de pozos en la bandeja del gel. Asegurarse
que la bandeja esté correctamente sellada para evitar que el gel se derrame.

Depositar cuidadosamente el gel sobre la bandeja. Con una punta estéril eliminar
cualquier burbuja formada en la solucion.

Dejar reposar a temperatura ambiente hasta que se solidifique el gel (30 minutos
aproximadamente).

Montar la bandeja sobre la cdmara de electroforesis.

Llenar la cAmara con el mismo tampdén TBE 1X hasta cubrir por completo el gel.
Cortar un trozo pequefio de papel parafilm.

Colocar 1 L de Loading dye, 1 L de GelRed®® y 4 L de la muestra (ADNCc) sobre el
papel parafilm.

Mezclar por inversion el tinte de carga, GelRed® y la muestra.

Cargar la muestra en el primer pozo del gel. Cargar de la misma forma todas las
muestras en cada uno de los pozos del gel.

Al finalizar con las muestras se debe cargar 5 L de la escalera de 1kb y 1L de GelRed®.
Mezclar por inversion.

Ejecutar el gel a 100 V durante 60 min.

Una vez finalizado el tiempo, apagar la fuente de poder.

Remover cuidadosamente el gel y visualizar en el transiluminador.

Tomar una fotografia de las bandas obtenidas. Guardar la fotografia en una USB.
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11.1.6 Purificacion de productos de reaccidén en cadena por polimerasa (PCR) por
centrifugacion.

PNO 1:4
Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Autores: Melany

Purificacion de productos de PCR por | Maldonado
centrifugacion

1. Proposito

Establecer un protocolo para la purificacion de fragmentos de ADN a partir de un gel
de agarosa o la amplificacion de reaccion en cadena por polimerasa (PCR).

2. Campo de aplicacion

El sistema de purificacion de productos de PCR permite extraer y purificar fragmentos
de ADN de hasta 1 kb a partir de un gel de agarosa o directamente de los productos de PCR.
La purificacion de productos de PCR permite eliminar nucle6tidos y oligos en exceso. Para
la generacion de plasmidos recombinantes tales como pCR®2.1-TOPO®, es de suma
importancia realizar la purificacion de productos de PCR, ya qué puede mejorar en gran
medida la eficiencia del proceso de clonacién de ADN (Sambrook, & Russell, 2011).

3. Referencias

Promega. (2009). Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Promega Corporation.
(Vol. A7231. pag 5).

4. Terminologiay abreviaturas

« Acido desoxirribonucleico (ADN): Acido nucleico qué contiene desoxirribosa, grupo
fosfato unido a bases nitrogenadas, adenina, timina, guanina y citosina.

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):Es una técnica de laboratorio qué permite
la amplificacion de copias de segmentos especificos de ADN.

e mL: mililitros

e uL: microlitros

e mg: miligramos
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5.

min: minutos
°C: grados celsius
g: gravedades

Documentos asociados
Sambrook, J. y Russell, D. (2011). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second

Edition. Cold Springs Harbor Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion. Pp 2,231

6.

Principio
Este sistema esta basado en la capacidad del ADN para unirse a las membranas de silice

en presencia de sales caotrépicas. Después de la separacion de fragmentos de ADN por
electroforesis, las bandas de interés se disuelven en presencia de isotiocianato de guanidina.
Tambieén, se puede afiadir una alicuota de la PCR a la solucion de uniéon de membranay se
purifica directamente. EI ADN se aisla por microcentrifugacion para forzar qué la
membrana se una al ADN en la superficie de la silice. Luego el fragmento de ADN se eluye
en agua (Promega, 2009).

7. Seguridad

® 6 060606 OO OO ® ® @

[ERY
o

Utilizar bata de laboratorio y guantes durante el procedimiento.
Limpieza del rea de trabajo antes y después de su uso.
Lavado de manos antes y despueés de la préactica.

Reactivos

Etanol 95%

Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega Corporation:
Solucion de unién a membrana
Solucién de lavado de membranas
Agua libre de nucleasas
Materiales

Tubos eppendorf 1.5 mL estériles
Micropipetas p10, p100, p1000
Puntas p10, p100, p1000 estériles
Hoja de navaja o bisturi estéril
Pinzas estériles

. Equipo

Campana de flujo laminar
Balanza analitica

Bafio Maria
Centrifugadora
Refrigerador 4°C
Congelador -20°C
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11. Procedimiento

11.1 Preparacion de solucion de membrana de lavado

e Agregue el volumen indicado de etanol al 95 % a la solucién de lavado de membrana
antes de comenzar el procedimiento (segun el nimero de reacciones del kit).

e Rotular la etiqueta de la botella para registrar que la adicion se hizo. Cerrar bien la tapa
de la botella después de cada uso para evitar evaporacion.

e Almacenar la a temperatura ambiente.

11.6.1 Disolucion del gel de agarosa

e Pesar un tubo de 1.5mL de microcentrifuga para cada fragmento de ADN y anotar el
peso.

e Visualizar el ADN mediante una lampara UV de longitud de onda larga (realizarlo en
el transiluminador). Irradiar el gel durante el minimo tiempo posible. Cortar la banda
de ADN del gel con la hoja de afeitar y procurar cortar el minimo de agarosa.

e Con pinzas estériles tomar el segmento del gel de agarosa y colocarlo en un tubo de
microcentrifuga de 1.5mL.

e Restar el peso del tubo vacio del peso total. para obtener el peso del segmento de gel.

e Nota: La porcion de gel se puede almacenar a 4 °C 0 a —20 °C durante un maximo de
una semana en un tubo bien cerrado en condiciones libres de nucleasas antes de la
purificacion.

e Agregar 10 pL de solucién de unién a membrana por cada 10 mg de porcion de gel.

e Vortex brevemente.

e Incubar a 50-65°C o0 hasta qué el gel se disuelva por completo. Colocar en vértex el
tubo cada pocos min para aumentar la velocidad de fusion del gel de agarosa.

Nota: En el caso de qué no se haya realizado una electroforesis, y se desea purificar
directamente de la amplificacion por PCR seguir el siguiente procedimiento.

11.2 Procesamiento de productos amplificados por PCR

e Agregar un volumen igual de la solucion de unién a membrana al producto de PCR
obtenido (25 pL aproximadamente).

e Continuar con la unién de ADN.

11.3 Unién de ADN

e Ensamblar la minicolumna SV en el tubo de recoleccion.

Transferir la mezcla de gel disuelto o el producto de PCR preparado a la minicolumna.
Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Centrifugar a 16000 x g durante 1 minuto.

Desechar el fluido y reinsertar la minicolumna en el tubo de recoleccion.

11.4 Lavado

e Agregar 700 pL de solucion de lavado de membrana (etanol agregado previamente)

e Centrifugar a 16000 x g durante 1 minuto. Desechar el fluido y reinsertar la
minicolumna en un tubo colector.

e Repetir el primer paso con 500 pL de solucion de lavado de membrana.
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e Centrifugar a 16000 x g durante 5 min.

e Vaciar el tubo de recoleccion y volver a centrifugar el ensamblaje de la columna durante
1 minuto con la tapa de la microcentrifuga abierta para permitir la evaporacion de
cualquier residuo de etanol.

11. 6 Elucién

e Transferir con cuidado la minicolumna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 mL.
e Agregar 50 pL de agua libre de nucleasas a la minicolumna.

e Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

e Centrifugar 16000 x g durante 1 minuto.

e Desechar la minicolumnay almacenar el ADN a 4°C por 1 semana o0 -20 °C por 1 mes.

Nota: El volumen del ADN eluido serd de aproximadamente 42-47 uL. Si el ADN
necesita ser mas concentrado, realizar una precipitacion con etanol. Alternativamente, el
ADN se puede eluir en tan solo 15 pL de agua libre de nucleasas. Si usa un volumen de
elucion de 15 pL, verifique que la membrana se cubra completamente con agua libre de
nucleasas antes de la centrifugacion. Volumenes de elucion inferiores a 15 pL no se
recomiendan.

Para comprobar la purificacion del ADN, se debe cuantificar la muestra en un
NanoDrop™ (ver PNO: 3) y realizar nuevamente una electroforesis en gel de agarosa (ver
PNO: 5).

12 Calculos
NA.

13 Control de calidad

e Asegurarse qué el kit esté completo y cumpla con todas las condiciones de
almacenamiento.

e Verificar qué los reactivos se encuentren en buen estado.
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11.1.7 Ligacion del fragmento de gen Mnnl con el vector plasmidico pCR2.1™-
TOPO®

PNO 1:4
Procedimiento Normado de Operacion

P4ginas Totales: 3

Ligacion del fragmento de gen Mnnl con el vector Autores: Melany
plasmidico pCR2.1™-TOPO® Maldonado
1. Propdsito

Establecer un protocolo para ligar el fragmento de gen Mnnl con el vector plasmidico
pCR2.1™-TOPO®.

2. Campo de aplicacion

La ligacion es un paso importante para la produccion de plasmido recombinante. La
ligacion consiste en la incorporacién de un fragmento de ADN a un vector plasmidico. El
plasmido pCR2.1™-TOPO® es ampliamente utilizado como vector de clonacién debido a
su alta eficiencia y presencia de sitios de restriccion, haciéndolo muy conveniente para la
incorporacion de fragmentos del gen diana, Mnn1 (Invitrogen, 2019). La produccion del
plasmido recombinante, pCR2.1-TOPO-Mnnl permitira contar con un sistema de
clonacion eficiente para posteriormente transformar en la bacteria E.coli HT115(DE3),
especializada en la produccion de ARN doble hebra (dSRNA) (Garcia et al., 2015).

3. Referencias

Invitrogen. (2019). Invitrogen™ Kit TOPO™ TA Cloning™ para secuenciacion, sin
celulas competentes 10 reacciones Ver productos | Fisher  Scientific.
https://www.fishersci.es/shop/products/invitrogen-topo-ta-cloning-kit-sequencing-
without-competent-cells-1/11583827
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4. Terminologiay abreviaturas

e Acido desoxirribonucleico (ADN): Acido nucleico qué contiene desoxirribosa, grupo
fosfato unido a bases nitrogenadas, adenina, timina, guanina y citosina.

e Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR): Es una técnica de laboratorio qué permite
la amplificacion de copias de segmentos especificos de ADN.

e uL: microlitros

e mg: miligramos

e min: minutos

e °C: grados celsius

5. Documentos asociados

Garcia, K., Ramirez-Araya, S., Diaz, A., Reyes-Cerpa, S., Espejo, R. T., Higuera, G.,
& Romero, J. (2015). Inactivated E. coli transformed with plasmids that produce dsSRNA
against infectious salmon anemia virus hemagglutinin show antiviral activity when added
to infected ASK cells. Frontiers in Microbiology, 6, 300.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00300

6. Principio

La clonacién TOPO® TA permite la insercion directa de productos PCR previamente
amplificados con Taq polimerasa en el vector plasmidico No requiere de la utilizacion de
enzimas de restriccion, ligasa u oligos con secuencias especificas. Este vector se encuentra
linealizado e incluye un extremo 3"-desoxitiminidina (T) para alcanzar la clonacion TA'y
la topoisomerasa | unida al vector de forma covalentemente (Invitrogen, 2019).

7. Seguridad

e Utilizar bata de laboratorio y guantes durante el procedimiento.
e Limpieza del area de trabajo antes y después de su uso.

e Lavado de manos antes y después de la préactica.

8. Reactivos

e Producto de PCR

e Kit TOPO® TA cloning®:
o Solucién salina
o Agua

o Vector TOPO

9. Materiales
e Tubos eppendorf 1.5 mL estériles
e Micropipetas p10
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Puntas p10 estériles

. Equipo
Campana de flujo laminar
Congelador -20°C
Refrigerador 4°C

. Procedimiento

Preparar la siguiente reaccion en un tubo eppendorf 1.5 mL:

Cuadro 1. Receta para llevar a cabo la reaccion de clonacion TOPO®

Componentes Reaccion de Vector Vector +
clonacion Inserto
4uL - 1pL*
Producto PCR H H
1uL 4uL 3uL
Solucién salina H H H
- luL 1luL
Agua libre de H H
nucleasas
1uL 1uL 1luL
Vector H H H
TOPO®
6L

Volumen Final

*Agregar el producto PCR control preparado anteriormente.

Mezclar gentilmente cada uno de los componentes e incubar por 5 min a temperatura
ambiente (22-23°C).

Almacenar la reaccién de clonacién TOPO® a -20°C.

. Célculos

NA.

. Control de calidad

Asegurarse qué el kit esté completo y cumpla con todas las condiciones de
almacenamiento.
Verificar qué los reactivos se encuentren en buen estado.
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11.2 Mediciones cuantitativas de laboratorio

Cuadro 6. Cuantificacion de ARN extraido de individuos adultos machos de D. melanogaster
mediante el equipo NanoDrop™

Muestra Concentracion A 260/280 A 260/230
(ng/pL)
1 609.0 2.23 2.41
2 352.1 2.26 2.34
3 689.2 2.25 2.36
4 595.9 2.26 2.30
5 375.6 2.26 2.26
6 477.6 2.31 2.53
7 299.6 2.30 3.34
8 211.3 .26 2.38
9 228.5 2.25 2.30
10 200.0 2.14 2.10
11 597.3 2.20 2.60
12 265.9 2.19 2.30
Control de 0.400 2.01 0.0500
extraccion

99



Cuadro 7. Cuantificacion de ARN extraido de individuos adultos hembras de D. melanogaster

mediante el equipo NanoDrop™

Muestra Concentracion A 260/280 A 260/230
(ng/pL)
1 636.0 2.31 2.01
2 689.2 2.25 2.28
3 357.1 2.25 2.28
4 640.0 2.41 1.85
5 523.1 2.30 1.80
6 496.0 2.01 2.53
7 689.2 2.28 1.68
8 609.0 3.34 1.58
9 477.6 2.18 2.83
10 319.0 2.21 2.14
11 595.8 2.19 2.66
12 375.6 2.21 2.67
Control de 0.400 2.01 0.0500
extraccion

Cuadro 8. Cuantificacion de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN extraido de
individuos adultos machos de D. melanogaster mediante el equipo NanoDrop™

Muestra Concentracion A 260/280 A 260/230
(ng/pL)

1 913.2 1.55 1.89
2 859.2 1.55 1.91
3 897.4 1.6 1.59
4 900.9 1.55 1.87
5 895.2 1.57 1.86
6 940.4 1.59 1.9
7 820 1.6 1.95
8 914.2 1.58 1.86
9 1013.7 1.6 1.95
10 846.3 1.53 1.22
11 864.9 1.67 1.67
12 888.5 1.60 1.82

Control de 0.700 0.600 0.100

extraccion

100




Cuadro 9. Cuantificacion de ADNCc a partir de ARN extraido de individuos adultos hembras
de D. melanogaster mediante el equipo NanoDrop™

Muestra Concentracién A 260/280 A 260/230
(ng/pL)

1 942.3 1.6 1.96
2 963.1 1.62 1.95
3 884.0 1.60 1.73
4 897.4 1.55 1.85
5 913.2 1.56 1.80
6 923.9 1.60 1.96
7 840.2 1.6 1.95
8 940.5 1.6 1.95
9 896.6 1.55 1.73
10 945 1.59 1.35
11 913.2 1.58 1.35
12 869.2 1.55 1.66

Control de 0.700 0.600 0.100

extraccion
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