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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura sobre el mecanismo postranscripcional de corte
y empalme de una secuencia heteréloga utilizada como activador transcripcional en células de peces. Se emplearon
dos lineas celulares de peces, y una variedad de vectores a los que se les insertaron: el intrén de los genes tardios
VP1 del virus 40 del simio y el primer intrén de la hormona de crecimiento de trucha. Los experimentos se llevaron
a cabo a 30 y 37 °C. Se observé la ausencia de actividad cloramfenicol acetil transferasa y de hormona de
crecimiento de tilapia en los sobrenadantes y extractos celulares de las lineas transfectadas con los vectores que
portaron el intrén VP1 y que se cultivaron a 30 °C. Cuando las células se cultivaron a 37 °C, se observé la expresiéon
de los genes reporteros antes mencionados. La técnica Northern-blot evidencié el no procesamiento del intrén VP1
en las lineas de peces cultivados a 30 °C . En cambio, a 37 °C, el intréon VP1 fue correctamente eliminado,
mostrandose la talla del ADNc de la hormona (0.8 Kb). El trabajo muestra, por primera vez, el efecto que desempeia
la temperatura sobre el procesamiento de un transcripto primario, que porta una secuencia heteréloga utilizada
para potenciar la expresiéon de genes de interés y sugiere un cambio conformacional en la molécula precursora de
ARNmM como causa de la baja eficiencia mostrada cuando éste es empleado como activador en la transcripcién de
genes de interés en células de peces.
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ABSTRACT

Effect of temperature on the postranscriptional processing of the VP1 intron from SV40 used in expression
vectors transfected in fish cells. The porpuse of this paper was to evaluate the effect of temperature on the first
transcript processing of a heterologous sequence used as a transcriptional enhancer in fish cells. Several expression
vectors and two fish cells lines were used. Several expression vectors were employed. The two cells lines used
were cultured at 30 and 37 °C. The first intron from trout growth hormone gene and the SV40 VP1 intron were
employed for this assay. At 30 °C, no chloramphenicol aceryl transferasa (CAT) activity and tilapy growth hormone
(tiGH) were detected, but when the fish cells were cultured at 37 °C the protein expression was evident for both
genes in the culture media and the cell extract. The Northern-blot technique was applied to reveal the processing
or not of the primary transcript using total RNA from cells lines. The lack of processing of the VP1 intron was
evident when a band of 1.8 Kb (VP1 plus CAT cDNA) appeared, revealing a failure in the splicing process at 30 °C.
When a Northern-blot was used at 37 °C, a band of the correct size (0.8 Kb) from tiGH ¢cDNA was observed,
indicating that the VP1 intron was successfully eliminated at this temperature. This is the first report on
postranscriptional failure when a heterologous sequence is used in fish cells as a transcriptional enhancer due to

low temperature.

Introduccién

Varias secuencias de ADN de diversos origenes se han
empleado tradicionalmente en vectores de expresion,
con el fin de estimular los niveles de una proteina de
interés en ensayos in vitro e in vivo mediante
combinaciones genéticas [1-3]. Entre ellas los intrones
han llamado la atencion de diversos grupos [4-6] pues
se sabe que en ellos residen importantes secuencias
reguladoras de los procesos transcripcionales y
postranscripcionales. Un resultado interesante se
publicé en 1998 cuando Kolb et al. [7] describieron la
estructura de un promotor tipico eucariotico en el primer
intrén de la hormona de crecimiento humana (HCh-N),
capaz de guiar la expresion del gen reportero ensayado.

Muchos son los factores que actian sobre la regulacion
del proceso transcripcional y postranscripcional de un
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gen, entre los que se encuentran: la secuencia del promotor
adyacente, activadores en 5°, terminadores [8-10] asi
como la longitud y secuencia del intron empleado [11,
12]. En cambio, poca atencion se le ha prestado al efecto
que un factor fisico, como la temperatura, pueda ejercer
sobre los complejos mecanismos antes mencionados.
Cambios en la estructura celular durante el proceso de
hipertermia a nivel de membrana plasmatica, mito-
condria, asi como la reestructuracion de los nucleosomas
se publicaron con anterioridad [13, 14]. También se ha
demostrado que estos cambios pueden ocurrir de forma
irre-versible, en dependencia de la temperatura alcanzada
en el proceso estudiado [15].

Existen varios trabajos que reportan el efecto de la
temperatura a nivel molecular sobre el mecanismo
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postranscripcional de splicing [16-18]; en cambio,
estudios realizados para evaluar este evento en células
de peces, no han sido publicados, aun cuando muchas
secuencias heterdlogas provenientes de mamiferos o
de virus infectivos de éstos, se utilizaron en peces.
Teniendo en cuenta que estas secuencias son
normalmente procesadas a la temperatura 6ptima de
37 °C, nos planteamos como hipoétesis, que la baja
efectividad de estas secuencias no homdlogas
empleadas como activadores, se deben a fallas en la
maquinaria transcripcional o postranscripcional,
debido a las bajas temperaturas propias de los cultivos
celulares de peces. Por tal motivo, el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar el efecto de este factor
sobre el mecanismo molecular, mediante el empleo
del intrén VP1 del virus 40 del simio (SV40) insertado
en varios vectores de expresion, haciendo uso de dos
lineas celulares de peces. Se muestra que la inhibicion
de la expresion de los genes cat y HCti por parte de
los vectores que incluyeron el intron de SV40, a
temperaturas inferiores de 37 °C, se debid a fallas
ocurridas a nivel postranscripcional en el procesa-
miento del mismo (corte y empalme).

Materiales y métodos

Construcciones genéticas empleadas

Las construcciones genéticas derivaron del plasmido
PSVL (Amersham) a los cuales se les insertaron los
promotores CMV (citomegalovirus humano), RSV
(virus del sarcoma de Rous) y TK (timidina quinasa),
los detalles aparecen publicados por Hernandez et al.
[9]. Cada vector con un promotor dio lugar a tres
construcciones genéticas, una sin intrén, otra con el
intron VP1 del virus 40 del simio (SV40), y una tercera
con el primer intrén de la hormona de crecimiento de
trucha (INTT). Para evaluar el efecto de cada intrén
ensayado, se conformaron tres series integradas por
tres vectores de expresion para cada gen reportero
usado: la enzima cloramfenicol acetil transferasa (CAT)
y la hormona de crecimiento de tilapia (HCti). Las
series son: cat: grupo control, CMV-cat, RSV-cat,
TK-cat (vectores carentes de intrones); INTT-cat:
CMVINTT-cat, RSVINTT-cat, TKINTT-cat (vec-
tores con el INTT fusionado al ADNc del cat); VPI-
cat: CMVVP1-cat, RSVVPI1-cat, TKVP1-cat (vectores
portadores del intron VP1); la misma nomenclatura
fue utilizada cuando el ADNc del gen reportero se
sustituy6 por el de la hormona de crecimiento de
tilapia. Los intrones se ubicaron en todas las
construcciones quiméricas ensayadas en el extremo 5’
de los dos genes reporteros empleados.

Cultivos celulares y transfecciones

Se utilizaron las lineas celulares de peces: EPC (células
epiteliales de carpa), TO, (células de ovario de
tilapia). La temperatura para el cultivo varid segiin
la linea celular: EPC a 30 °C, en el caso de TO,, estas
se cultivaron a 30 °C, y posterior a la transfeccion,
se cultivaron a 37 °C. Los ensayos se realizaron de
forma transitoria por un periodo de 72 h; se logrd
una linea estable de EPC mediante la seleccion con el
analogo de la neomicina (G418). El cultivo de estas
lineas asi como el método de transfeccion empleado,
se describid previamente [10].
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Ensayos para la determinacién de CAT y HCti

El ensayo para la cloramfenicol acetil transferasa
(CAT) se realiz6 de acuerdo al método descrito [19],
incubando el extracto protéico con la mezcla de
reaccion la cual contenia el sustrato [H’] Acetil CoA,
durante 2 h. Todos los experimentos se realizaron
por duplicado para cada vector que conforma la serie.
Se calculo la actividad enzimatica mediante el uso de
una curva patron realizada con la enzima comercial
(Promega S.A) y el resultado se expresa como
promedio. Los niveles de HCti se determinaron en el
medio de cultivo, 72 h posterior a la transfeccion,
mediante un radioinmunoanalisis (RIA), normalizado
para esta hormona [20].

Andlisis de ARN por Northern-blot

E1 ARN total se extrajo de células en cultivo, usando
el método de guanidium tiocianato a pH acido [21].
La técnica Northern-blot se realizé con 10 ng de
ARN total, segin Sambrook, et al. [22]. Como
sondas se utilizaron el ADNc de la HCti, y del gen
cat. Estos fragmentos de ADN, fueron marcados
con a fosforo” (P, Amershan, UK) mediante la
técnica de oligo al azar [23]. Finalmente, las
membranas se expusieron en placas de rayos X (Fuji,
Japon) durante 24 h y 15 dias a -70 °C.

Resultados

Inhibicién de la expresién de los genes
reporteros a temperaturas inferiores a 37 °C

La figura 1 compara la expresion lograda por cada
serie o vectores agrupados en las lineas EPC y TO, a
30 y 37 °C respectivamente, cuando se utilizo el gen
reportero CAT. Esto permitié evaluar el efecto que
tuvo la insercion de los intrones VP1 e INTT sobre la
expresion del gen asociado a la temperatura. El resultado
se muestra como la media de las trans-fecciones
realizadas en duplicado para cada vector de la serie
(n=6). El intrén INTT insertado en las construcciones
transfectadas en la linea celular EPC cultivada a 30 °C,
si bien no logrd un efecto activador, permitié detectar
actividad enzimatica en el extracto celular de esta linea.
En cambio, llamo la atencién la inhibicion total que
ejercio el intron VP1 del SV40 a esta temperatura, lo
cual se observa al comparar las series INTT-cat y
VP1-cat. Un resultado comparable se obtuvo con la
linea de ovario de tilapia TO, cultivada a 20 °C y con
las embrionarias de carpa CHSE cultivada a 30 °C
(resultados no mostrados). Teniendo en cuenta que se
trata de una secuencia no homoéloga de peces, de origen
viral y que infecta células de mamiferos, donde su
procesamiento y eliminacion ocurren a 37 °C, nos
propusimos evaluar si la inhibicion total causada por
este intron es debida, en parte, a la baja temperatura
utilizada en los cultivos celulares de peces, por lo que
estudiamos el mecanismo en la linea TO,. Esta linea
celular es capaz de crecer a una temperatura que no es
propia de la fisiologia de los peces (37 °C). Como
muestra la figura 1 se encontr6 actividad enzimatica
cuando se transfectaron los vectores portadores del
intrén VP1 (VP1-cat) en esta linea celular (0.67x10°
u CAT), evidenciandose el efecto positivo de la
temperatura en la expresion de este gen.
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Figura 1. Comparacién de la expresion de CAT en las lineas
celulares de peces EPC y TO, transfectadas y cultivadas a 30 °C
y 37 °C respectivamente. Los experimentos se realizaron en
condiciones transitorias (72 h) en duplicado para cada vector que
conforma la serie. El ensayo se realizé con los extractos celulares
como se explica en Materiales y métodos. Los resultados se
muestran como el valor medio de cada serie (n=6) y se expresa
en unidades enziméticas. Cada serie estd conformada por tres
vectores. Para cada linea celular y temperatura ensayada se
utilizaron los vectores carentes de intrones como control y aparecen
en la leyenda como cat. La serie INTT-cat son los resultados de
los tres vectores que portan el intrén INTT de trucha. VP1-cat
indica el resultado obtenido con los tres vectores portadores del
intrén VP1 proveniente del SV40.

Con el objetivo de corroborar los resultados anteriores,
principalmente la expresion lograda a 37 °C, se disefio
un nuevo experimento donde el gen reportero CAT se
sustituy6 por el ADNc de la HCti. Se utilizaron las
lineas EPC de carpa y TO, de tilapia, cultivadas a 30y
37 °C respectivamente.

La figura 2 muestra los resultados que corroboraron la
expresion de HCti (1.6 ng/mL) en el medio de cultivo
de las células TO, a 37 °C que confirma, una vez mas,
el efecto positivo de este factor sobre la expresion. La
inhibicion total causada por el intron VP1 se evidenciod
nuevamente en las células EPC crecidas a 30 °C. Con
la finalidad de analizar las causas moleculares que
originaron esta diferencia de expresion entre las
temperaturas estudiadas, se utilizo la técnica Northern-
blot, para identificar posibles fallas o cambios a nivel
de lamolécula de ARN.

Estudio molecular del procesamiento de los
intrones INTT y VP1 en cultivos estables de
peces (EPC) a 30 °C

Los ensayos se llevaron a cabo a una temperatura de
30 °C en cultivos estables de EPC, transfectadas con
vectores de las diferentes series.

La figura 3 muestra los resultados obtenidos mediante
el empleo de esta técnica, aplicando 10 ngs de ARN
total para cada vector. En las lineas 2 y 5 (pTKINTT-
cat y pCMVINTT-cat), el intron de trucha fue
correctamente procesado, localizandose la banda
correspondiente al ARNm del cat en la talla esperada
(0.8 Kb), al igual que las lineas 6 y 9, pertenecientes a
los plasmidos carentes de intrones (pCMV-cat y pRSV-
cat). Por el contrario, el vector que porta el intron VP1
(linea4), generd la acumulacion de un transcripto primario
en latalla de 1.8 Kb superior a la esperada (indicado por
la flecha), que evidencia que el mecanismo de corte y
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Figura 2. Expresién de hormona de crecimiento de tilapia (HCti)
en medios de cultivo de diferentes lineas celulares EPC y TO,
crecidas a 30 °Cy 37 °C respectivamente. El gen reportero cat se
sustituyé por el ADNc de la HCti. Se emplearon los vectores de
expresiéon antes mencionados. Se utilizé el método de RIA para
la cuantificacién de la hormona en el sobrenadante de los medios
de cultivos. El valor reflejado aparece como la media de ensayos
realizados en duplicados en cada linea celular y se expresan en
ng/mL. Para cada linea celular y temperatura ensayada se utilizaron
los vectores carentes de intrones como control y aparecen en la
leyenda como HCti. La serie INTT-HCti son los resultados de los
tres vectores que portan el intrén INTT de trucha. VP1-HCti indica
el resultado de los tres vectores portadores del intrén VP1
proveniente del SV40.

empalme no fue eficiente cuando se utilizo esta secuencia
viral en la linea celular de carpa estudiada, inhibiendo
los niveles de proteina CAT.

Efecto de la temperatura sobre

el procesamiento del intrén VP1 en células
TO; a 37 °C

El experimento anterior mostré que la maquinaria

transcripcional de estas células (EPC), reconoce las
secuencias presentes en esta combinacion genética

1 2 3 4 5 6 7 8
Ve
0.8 Kb — -,
L]

Figura 3. Resultado del Northern-blot realizado para el andlisis
del procesamiento de los intrones en clones estables de células
EPC cultivadas a 30 °C, la seleccién de los mismos se realizé con
un andlogo de la neomicina (G418). Se aplicaron 10 ug de ARN
total y se transfirié el resultado de la corrida electroforética al
soporte sélido (Hybond N*), el cual fue hibridado con el ADNc
del gen cat (10° cpm/mL de solucién de hibridacién).

Linea 1. pTKVP1-cat, Linea 2. pTKINTT-cat, Linea 3. pTK-cat,
Linea 4. pPCMVVP1-cat, Linea 5. pPCMVINTT-cat, Linea 6. pCMV-
cat, Linea 7. pRSVVP1-cat, Linea 8. pRSVINTT-cat, Linea 9.
pRSV-cat. La flecha en el lado izquierdo de la figura indica la talla
de la molécula en Kb. La flecha superior en la figura (linea 4),
muestra la banda de 1.8 Kb correspondiente al transcripto no
procesado en la construccién que porta el intrén VP1.
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(pPCMVVP1-cat), al generar un transcripto primario y,
ademas, evidencid fallas en el evento encargado del
procesamiento (corte y empalme) del intron VP1, lo
cual trajo como consecuencia la acumulacion del precursor.
Enla figura 4 se observa el estudio molecular llevado
a cabo mediante Northern-blot en las células TO,
transfectadas con los diferentes vectores (Figura 4) y
cultivada a 37 °C. Esta técnica arrojo6 un resultado por
primera vez visto en células de peces, a 37 °C la
secuencia heter6loga empleada (VP1) es correctamente
procesada. En la linea 6 (flecha) se muestra la sefial
del ARNm correspondiente a la construccidon
pTKVP1-HCti, la cual coincide con la talla esperada
para el ADNc de la HCti (0.8 Kb), comparable con la
talla obtenida por los vectores pCMV-HCti (sin
intrén, linea 2) y pPCMVINTT-HCti, pTK-INTTHCti
(lineas 3 y 5 respectivamente). Estos resultados
confirman el efecto positivo que presenta el
incremento de la temperatura sobre el correcto
procesamiento de esta secuencia heteréloga, posterior
ala transcripcion, que permitio detectar los niveles de
proteina CAT y HCti en los experimentos anteriores
(Figuras 1y 2).
Discusion
Esta claro que la temperatura es un factor fisico
relacionado con los procesos celulares, e influye en el
correcto funcionamiento y control de estos. Los
cambios que este factor ocasiona en los diferentes
mecanismos moleculares han sido abordados por
diferentes autores [13, 14]. Karcher y Bock [16],
trabajando con un gen del plastidio del tabaco,
encuentran que en la medida que se increment6 la
temperatura a 42 °C, se incrementaron también los
sitios de bloqueo que afectaron la edicion del ARNm.
No obstante los trabajos publicados relacionados
con el tema, los estudios para esclarecer el compromiso
que existe entre la temperatura y los mecanismos
moleculares, no estan en modo alguno agotados. En el
caso particular de los peces, este es el primer trabajo
que refiere la accion de la temperatura sobre la eficiencia
de la maquinaria postranscricional de la célula en el
procesamiento de un intrén foraneo. El intron VP1 del
SV40 se encuentra entre las secuencias empleadas como
activador transcripcional en la década de los afios 90
por varios autores [9, 10, 24, 25], quienes coinciden
en su baja efectividad como activador transcripcional
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Figura 4. Northern-blot realizado a células de peces TO,
transfectadas con diferentes plasmidos, y cultivadas a 37 °C
durante 72 h. Se aplicaron 10 mg de ARN total, el soporte
utilizado (Hybond N*), fue hibridado con el ADNc de la hormona
de crecimiento de tilapia (HCH).

Linea 1: pRSVINTT-HCti, Linea 2: pCMV-HCti, Linea 3:
pPCMVINTT-HCHi, Linea 4:pTK-HCti, Linea 5: pTKINTT-HCti, Linea
6:pTKVP1-HCti, Linea 7: pE300HCti15, Linea 8:Control Negativo
(RNA total de células TO; no transfectadas). La flecha en el lado
izquierdo del grdfico, indica la talla del ADNc de la HCHi. La flecha
sobre la figura sefialando la linea 6, muestra la banda en la talla
esperada para el ARNm de la hormona .
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en células de peces. Esta secuencia pertenece a un
virus que infecta los simios y que, por consiguiente,
su procesamiento y eliminacion ocurre a 37 °C. Como
esta, otras secuencias aisladas de mamiferos se
emplearon para potenciar la expresion de varios genes
en peces antes que se identificaran secuencias
homologas de éstos para tales fines, sin tenerse en
cuenta que el objetivo podria verse afectado por las
temperaturas inferiores en que se desarrollan estos
organismos acuaticos (menos de 37 °C). Poseer una
linea celular de tilapia (TO,), adaptable a la temperatura
donde normalmente ocurre el procesamiento de este
intrén (37 °C) y fuera del rango fisiolégico de la gran
mayoria de las especies de peces, sugirio la idea de
estudiar el evento postranscripcional de corte y
empalme del mismo, en un grupo filogenéticamente
distante como los peces y, por consiguiente, evaluar si
la inhibicion de la expresion observada en estudios
referidos con anterioridad, estuvo asociada a este
factor, ya que se ha demostrado que la misma puede
influir en el proceso transcripcional de algunos genes
[18,26]. Kurihara y Handa [27] en estudios realizados
con el gen mitocondrial cox2 del trigo, detectaron la
acumulacion del precursor no procesado, debido a las
bajas temperaturas. Un resultado similar se obtuvo
con el gen de la b-globina humana [28] donde estudian
el procesamiento de variantes mutadas en el intron 2
del gen, en células culticadas a diferentes temperaturas,
y observan la acumulacién a 16,21 y 25 °C, no siendo
asi a 30 y 37 °C, lo cual compromete la regulacion
postranscripcional. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en este trabajo. El empleo del intrén VP1 en
una variedad de vectores, combinado a otros elementos
reguladores, comunes en las tres series conformadas y
ensayadas en células de peces a temperaturas inferiores
de 37 °C, mostr6 una inhibicion total en la expresion
de dos genes reporteros utilizados, contrario a la débil
expresion de la hormona de crecimiento (HC) bovina
publicada por el grupo de Petitclerc [24]. Las
diferencias de expresion obtenidas por ambos grupos
cuando emplean el intrén VP1, sugiere la influencia
del gen reportador empleado en ambos casos al generar
estructuras secundarias diferentes en los precursores
formados que influyen, por consiguiente las diferencias
en estos resultados es desconocida. La combinacion
de secuencias diferentes puede originar estructuras
secundarias diferentes en los precursores formados
que influyen, por consiguiente, en el correcto
procesamiento y eliminacion de esta secuencia,
tengamos en cuenta que la homologia entre ambas
hormonas es inferior al 80%. Anteriormente, Frie-
denreich y Schartl [29] trabajaron con el gen de la HC
humana en células de peces y se evidenciaron
insuficiencias en el mecanismo de corte y empalme de
estos intrones de mamiferos, asi como en la traduccion
en el sistema in vitro por ellos utilizados, que sugieren
limitaciones en el uso de secuencias heterdlogas.

En estos estudios, los resultados sugieren que la
inhibicion de los niveles de expresion observada a 30 °C,
cuando el intron VP1 estuvo presente, se debio a fallas
postranscripcionales, evidenciada por la presencia de
un transcripto primario no procesado y acumulado en
una talla superior a la esperada (1.8 Kb). Aunque se
conoce que el evento que ocurre posterior a la
transcripcion es universal, varias causas pueden, de
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La temperatura afecta el procesamiento de intrones en peces

forma particular, incrementar o disminuir su eficiencia.
Es importante mencionar que en ensayos realizados con
anterioridad [9], un intron del mismo origen (el pequefio
“t” de SV40) fue procesado a la temperatura aqui
ensayada (30 °C), lo que descarta la hipotesis sobre la
activacion de posibles elementos especificos involucrados
en este evento, a temperaturas elevadas (37 °C) y
confirma la universalidad del mismo. Este resultado, en
cambio, nos lleva a reflexionar sobre el efecto que la talla
de ambos intrones pudiera ejercer en el procesamiento
(69 pb del intrén t vs 1000 pb del VP1), si se tiene en
cuenta la influencia que estas secuencias ejercen sobre la
estructura secundaria de la molécula precursora de
ARNm. Lo antes expuesto sugiere que la temperatura
de 37 °C pudiera provocar un cambio de conformacion
en el transcripto primario, creando una estructura mas
abierta o relajada, facilmente accesible a los factores
involucrados en el corte y la consiguiente maduracion
del ARNm [17]. La temperatura es un factor estudiado,
asi como su efecto en los fendmenos biologicos como
los aqui discutidos. Katayama et al., [30] demuestran
que las curvaturas en el ADN se incrementan a bajas
temperaturas, propiedad no excluyente para la molécula
de ARN, donde su estructura puede ser sensible a este
factor. Se han descrito cambios considerables en la
molécula de ARN debido a la temperatura, como es el
enmascaramiento que sufre la secuencia del Shine-
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Dalgamo a 30 °C por un gran lazo que bloquea la unién
del ribosoma, el cual se abre a 37 °C, expone laregiony
permite la traslacion [29]. Otros estudios de la
temperatura asociados al proceso postranscripcional de
corte y empalme mostraron la inhibicion del proceso a
42 °C, la cual bloquea el mecanismo y trae como
consecuencia la acumulacion de especies de moléculas
de ARNm no apropiadas [16, 31, 32].

El trabajo aqui presentado muestra, por primera
vez el efecto positivo que ejerce la temperatura sobre
el mecanismo postranscripcional de splicing en un
intron aislado de un virus que infecta células de
mamifero (SV40) y que es insertado en vectores de
expresion que fueron transfectados en células de peces.
Este trabajo sugiere, ademas, un cambio conformacional
en la molécula precursora que favorece el mecanismo a
37 °C, y brinda las bases para el disefio de nuevos
experimentos que confirmen esta hipotesis.
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