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Regulación de la respuesta a hipoxia en Drosophila 

mediante la exportación nuclear del Factor inducible 

por Hipoxia, Sima 
 

  El factor inducible por hipoxia, HIF (Hypoxia Inducible Factor) juega un papel 

central en la homeostasis del oxígeno y está conservado en el reino animal, desde 

nematodos hasta humanos. Es un factor de transcripción heterodimérico en  el que 

ambas subunidades, HIFα y HIFβ, pertenecen a la familia de proteínas bHLH-PAS. 

Mientras que la subunidad β es constitutiva, la subunidad α está regulada por oxígeno 

a varios niveles que incluyen el control de su estabilidad proteica, el reclutamiento de 

co-activadores transcripcionales y la regulación de su localización subcelular. Si bien 

estudios previos demostraron que HIFα se localiza en el citoplasma en normoxia y en 

el núcleo en hipoxia, las  bases moleculares de esta regulación se desconocen. En esta 

tesis demostramos que la proteína Sima, homologa de HIFα en Drosophila, se mueve 

continuamente entre el núcleo y el citoplasma. Identificamos dos señales de 

exportación nuclear (NESs) dentro del dominio bHLH de Sima que promueven la 

exportación nuclear de manera dependiente de CRM1, tanto en cultivos celulares 

como en embriones transgénicos. La mutagénesis sitio-dirigida de cualquiera de estas 

NESs provocó la acumulación de Sima en el núcleo, conduciendo a un incremento de 

la actividad transcripcional del heterodímero, sugiriendo que la exportación nuclear 

contribuye a la regulación de Sima. Encontramos que estas NES están conservadas y 

son funcionales en HIF-1α humano, el cual también se mueve continuamente entre el 

núcleo y el citoplasma de manera dependiente de CRM1. Proponemos que la 

exportación de Sima es un paso importante en la regulación dependiente de oxígeno 

de la proteína y que su rápida exportación nuclear tras la reoxigenación contribuye a 

regular la duración de la respuesta celular a hipoxia. Finalmente, las NESs 

identificadas en el dominio bHLH están conservadas en muchas otras proteínas de la 

familia bHLH-PAS y nuestros resultados en cultivos celulares sugieren que dichas 

NESs podrían ser funcionales. 
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The transcriptional response to hypoxia in Drosophila 

is regulated through nuclear export of the Hypoxia 

Inducible Factor, Sima. 

 
  Hypoxia-inducible factor (HIF) is a conserved heterodimeric transcription factor that 

plays a central roll in oxygen homeostasis throughout the animal kingdom. It is 

composed of an α and a β subunit, both of them, members of the bHLH-PAS protein 

family. The HIF-α subunit is regulated by oxygen levels through several concurrent 

mechanisms that include protein stability, transcriptional co-activator recruitment and 

subcellular localization. It was previously reported that HIFα protein is mainly 

nuclear in hypoxia and cytoplasmic in normoxia but so far, the molecular basis of this 

regulation is unclear. We show here that the Drosophila HIF-α protein Sima shuttles 

continuously between the nucleus and the cytoplasm. We have identified two nuclear 

export signals (NESs) in the Sima bHLH domain that promote CRM1-dependent 

nuclear export. Site directed mutagenesis of either NES provoked Sima nuclear 

retention and increased transcriptional activity, suggesting that nuclear export 

contributes to Sima regulation. We found that these NESs are conserved and 

functional in human HIF-1α, which also shuttles continuously between the nucleus 

and the cytoplasm in a CRM1-dependent manner. We propose that Sima rapid nuclear 

export upon reoxygenation is a mechanism to regulate the duration of cellular 

responses to hypoxia. Finally, we have found that the NESs identified in the bHLH 

domain of HIFα/Sima are conserved in many other bHLH-PAS proteins throughout 

evolution, and our experiments in cell culture suggest that these NESs might be 

functional.  
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Introducción 
 
 
INTRODUCCIÓN 

 

  Los organismos eucariota superiores han desarrollado a través de la evolución, diversas 

estrategias para adaptarse al aumento en los niveles de oxígeno que tuvo lugar 2400 millones 

de años atrás. La necesidad de mantener una adecuada oxigenación de los tejidos, sin que se 

produzcan especies tóxicas reactivas de oxígeno ha favorecido el desarrollo de mecanismos 

eficientes que regulan esta homeostasis a nivel celular y sistémico. De este modo, la 

supervivencia de las células y los tejidos pobremente oxigenados depende de la activación 

simultánea de toda una batería de procesos moleculares que generan cambios en la expresión 

génica o en la actividad de diversas proteínas. 

 

 

 

I- LA BIOLOGÍA DE DROSOPHILA MELANOGASTER, EL MODELO 

EXPERIMENTAL UTILIZADO EN ESTA TESIS 

 

Los procesos básicos de la biología celular generalmente se conservan evolutivamente en 

diversos organismos-modelo tales como gusanos, moscas, peces, ranas y mamíferos. Por este 

motivo, estudios genéticos en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster han permitido 

definir muchas de las principales moléculas y mecanismos que constituyen la base 

fundamental de la fisiología celular de los animales. Dada la creciente gama de herramientas 

genéticas disponibles en este modelo, el intenso uso que se le da a Drosophila en estudios de 

biología celular se ha incrementado notablemente en los últimos años. 

 

 

1- Drosophila melanogaster como organismo modelo 

  Drosophila melanogaster es uno de los organismos superiores más extensamente estudiados, 

particularmente a nivel genético y genómico. Sus principales ventajas se centran 

fundamentalmente en la corta duración de su ciclo de vida, su abundante descendencia y su 

fácil cría y mantenimiento en condiciones de laboratorio, debidos en parte a sus reducidas 

dimensiones. Gracias al exhaustivo estudio de la genética de Drosophila durante el último 

siglo, ha sido posible acumular gran cantidad de información que acelera enormemente el 

ritmo de adquisición de nuevos conocimientos, merced a la disponibilidad de un creciente 

número de herramientas genéticas y moleculares. Uno de los avances más importantes en la 

biología de Drosophila se produjo en el año 2000 cuando se publicó la secuencia completa de 

su genoma (Adams y col. 2000). Este hecho, sumado a la mencionada disponibilidad de 
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herramientas genéticas y moleculares para su análisis, ha permitido consolidar a Drosophila 

como organismo modelo ideal para el empleo de estrategias genético-moleculares para la 

resolución de problemas de biología celular y del desarrollo. Otra de las grandes ventajas de 

Drosophila está dada por la facilidad para introducir y combinar mutaciones en su genoma. El 

genoma de Drosophila contiene relativamente poco DNA repetitivo y la mayoría de los genes 

son de copia única, reduciéndose de este modo los inconvenientes derivados de la 

redundancia funcional. Esta particularidad, junto con la posibilidad de insertar fácilmente 

material genético exógeno en el genoma de Drosophila, ha permitido la generación de 

diversas colecciones de mutantes, que constituyen una poderosa herramienta para analizar 

procesos biológicos complejos. Esta gran cantidad de información disponible sobre la 

Genética y la Biología de Drosophila ha propiciado la aparición de bases de datos accesibles 

a través de la Web entre las cuales se destacan: 

.FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu/): Incluye datos genéticos y moleculares sobre 

Drosophila.  

.FlyBrain (http://www.flybrain.org): Es una base de datos y atlas del sistema nervioso 

de Drosophila. 

.FlyView (http://flyview.uni-muenster.de/): Muestra una colección de patrones de 

expresión de genes durante el desarrollo 

(Janning 1997). 

 

 

 

2- El ciclo de vida de Drosophila melanogaster 

  Drosophila melanogaster es un insecto holometábolo o de metamorfosis completa 

(Martinez-Arias, 1993).  Presenta tres estadios larvales seguidos de un estadio pupal y 

finalmente el estadio adulto (Figura 1). El ciclo de vida completo de Drosophila dura unos 12 

días a 25oC. La ovogénesis que tiene lugar dentro del ovario de la hembra dura 

aproximadamente 3 días y medio. Una vez fecundado el huevo, la hembra lo deposita en una 

fruta en descomposición (en el laboratorio, sobre el medio de cultivo), iniciándose la 

embriogénesis. Es durante esta etapa cuando se determinan los ejes antero-posterior y dorso-

ventral del cuerpo (Ingham 1988; Johnston y Nüsslein-Volhard 1992), se definen los 14 

segmentos y se diferencian los distintos tipos celulares que darán origen a todos los órganos y 

tejidos. Al cabo de 24 horas, la arquitectura general del organismo ha quedado definida, sus 

órganos y tejidos han terminado de formarse y el embrión eclosiona, dando lugar a una larva 

que se alimenta activamente, incrementando dramáticamente su masa corporal. Existen 3 

estadios larvales (LI, LII y LIII), durante los cuales el activo incremento de tamaño continúa. 
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Durante este período las células larvales básicamente no proliferan, sino que simplemente 

aumentan de tamaño. Durante los estadios larvales se registra una activa síntesis de proteínas 

sustentada en parte en la endoreplicación de su material genético. Cinco días luego de la 

ovipuesta, la larva abandona el alimento, se inmoviliza sobre un sustrato seco y su cutícula se 

torna rígida y resistente dando lugar al pupario, dentro del cual tendrá lugar todo el proceso de 

la metamorfosis. Durante la metamorfosis, la mayoría de los tejidos larvales son histolizados 

y las estructuras adultas se forman principalmente a partir de los discos imaginales, y de los 

histoblastos. Finalmente, se deposita la cutícula del adulto dando lugar al adulto farado que 

abandona el pupario varios días después, convirtiéndose en adulto exarado de vida libre. 

Pocas horas luego de la emergencia, la mosca adulta alcanza la madurez sexual y se inicia 

nuevamente el ciclo de vida. 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25oC. Luego de 24 horas de desarrollo 
embrionario, la larva eclosiona del huevo. Cinco días más tarde, las larvas forman el pupario donde 
ocurre la metamorfosis (estadio de pupa). Las estructuras del adulto se forman a partir de los discos 
imaginales. El adulto finalmente  eclosiona 4-5 días después de la pupariacion. (Tomado de 
Romero y col, Methods and Enzimology, 2007.) 

 

 
En la naturaleza, los adultos de Drosophila melanogaster proliferan en zonas con abundantes 

frutas en descomposición, alimentándose de su jugo y de las levaduras que crecen sobre éstas.  

Los huevos son depositados sobre la superficie de estas frutas y una vez que eclosionan las 
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larvas, éstas se sumergen dentro de la fruta donde compiten con otros microorganismos por 

los limitados niveles de oxígeno presentes debido a la fermentación.  

 

 

3- Sistema respiratorio de Drosophila  

El sistema circulatorio de insectos es rudimentario y está integrado básicamente por un solo 

vaso dorsal que desempeña el papel de un corazón primitivo. En el insecto, la sangre 

(hemolinfa) no circula a través de venas y arterias sino que llena la cavidad corporal 

proveyendo los nutrientes a los órganos y tejidos. El transporte de gases (entrega del oxígeno 

y remoción del dióxido de carbono) no depende del primitivo sistema circulatorio, sino que 

los gases alcanzan directamente los órganos y tejidos del organismo a través del sistema 

respiratorio, denominado sistema traqueal (Ghabrial et al., 2003). El aire ingresa al cuerpo del 

insecto a través de orificios llamados espiráculos que están conectados directamente a una red 

compleja de tubos ramificados, las tráqueas (Samakovlis y col., 1996), las cuáles 

proporcionan el oxígeno a cada célula o tejido del organismo (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Vista Dorso-Lateral del Sistema Traqueal de la larva de Drosophila. El aire 
ingresa a través de los espiráculos (punta de flecha) y  alcanza las células del cuerpo a través del 
sistema traqueal. Las flechas señalan las ramas principales del sistema traqueal.  

 

  Durante la embriogénesis tiene lugar el desarrollo traqueal a través de un mecanismo 

estereotipado de migración celular. Este proceso depende principalmente de la actividad 

quimiotáctica del homólogo del factor del crecimiento de fibroblastos de la mosca (FGF), 

Branchless (Bnl) (Sutherland et al., 1996), el cual se expresa en tejidos blanco fuera de las 

tráqueas, atrayendo la extensión de las ramas traqueales.  Bnl interacciona con el homologo 

del receptor de FGF, Breathless (Btl) (Dossenbach et al., 2001; Klambt et al., 1992; 

Reichman-Frito et al., 1994; Reichman-Frito y Shilo, 1995), el cual se expresa en las células 
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traqueales gracias a la actividad del heterodímero formado por dos proteínas bHLH-PAS, 

Trachealess y Tango. Btl interactúa con Bnl y envía la señal hacia el interior celular 

provocando modificaciones en el citoesqueleto que inducen cambios en la forma de la célula 

dando como resultado final, la migración celular dirigida. Este proceso tiene características 

comunes con el desarrollo de los vasos sanguíneos de los mamíferos, donde la migración del 

primordio del vaso sanguíneo es dirigida por la expresión de diversas isoformas del Factor de 

Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) que interaccionan con los receptores de 

membrana de las células epiteliales (Metzger y Krasnow, 1999; Wappner y Ratcliffe, 

2001)(Romero y col., 2007).  

  En las etapas larvales, las ramas traqueales terminales se tornan plásticas, teniendo la 

capacidad de emitir proyecciones hacia los tejidos circundantes deprivados de oxígeno, de 

manera similar a lo que ocurre en mamíferos durante la angiogénesis (Jarecki et al., 

1999)(Centanin y col., 2008). Esta respuesta dependiente de hipoxia de las células traqueales 

terminales también está mediada por Bnl, que se expresa en tejidos hipóxicos, y su receptor, 

Btl, expresado en células traqueales. Este comportamiento del sistema traqueal de Drosophila 

es dependiente de los niveles de oxígeno y notablemente similar a la angiogénesis en 

mamíferos (Metzger y Krasnow, 1999; Wappner y Ratcliffe, 2001)(Romero y col., 2007) 

donde VEGF se induce en células deprivadas de oxígeno, promoviendo el crecimiento de 

nuevos capilares sanguíneos que irrigarán los tejidos hipóxicos. 
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II- HIPOXIA, HIF Y SU RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL ADAPTATIVA 

 

  En mamíferos, la homeostasis del oxígeno está finamente controlada para asegurar que este 

gas sea suficiente para cubrir los requerimientos metabólicos pero evitando la alta toxicidad 

del oxígeno debido a la producción de radicales libres. Este fino control homeostático ocurre 

no sólo a nivel sistémico, sino también a nivel celular. Una de las adaptaciones más 

importantes que se dispara tras la disminución de la tensión de oxígeno es el cambio de un 

metabolismo aeróbico a la glicólisis anaeróbica, proceso que está mediado en parte por la 

inducción de la expresión de enzimas glicolíticas y transportadores de glucosa. A nivel 

sistémico, ocurren otros cambios adaptativos que ayudan a incrementar el suministro de 

oxígeno; éstos incluyen la inducción de la eritropoyesis, la angiogénesis y la respuesta 

hiperventilatoria. Entre los principales cambios adaptativos en respuesta a hipoxia se destacan 

la inducción de eritropoyetina (EPO; hormona que induce la maduración de los eritrocitos) y 

VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular), que median la eritropoyesis y la 

angiogénesis respectivamente. La inducción dependiente de hipoxia de estos reguladores, 

como así también la de otras proteínas que median la adaptación a hipoxia, ocurre 

principalmente a nivel transcripcional y está mediada por el Factor Inducible por Hipoxia 

(HIF; Hypoxia-Inducible Factor).  

 

1-HIF: el regulador maestro de la homeostasis del oxígeno  

  El descubrimiento de HIF como regulador global de la homeostasis del oxígeno surgió de la 

búsqueda del factor responsable de la inducción transcripcional de EPO en respuesta a 

hipoxia (Goldberg y col., 1988; Semenza y col., 1991). Se identificó, en la región 3´ no 

codificante del gen EPO, una secuencia de DNA que funcionaba como elemento de respuesta 

a hipoxia (HRE)(Maxwell y col., 1993). Posteriormente, se identificó a HIF-1 como el factor 

nuclear inducible por hipoxia capaz de unirse a estos HRE (Semenza y Wang, 1992; Wang y 

Semenza, 1993; Wang y Semenza, 1995).  

 

1.1- HIF es un heterodímero de dos proteínas bHLH-PAS 

HIF es un factor heterodimérico compuesto por una subunidad α y una subunidad-β (Wang y 

col., 1995; Wang y Semenza, 1995). Como todas las proteínas de la familia bHLH-PAS, 

ambas subunidades, HIF-α y HIF-β, presentan hacia el N-terminal un dominio bHLH (basic 

Helix-Loop-Helix) y un dominio PAS (Per-RNAT-Sim) (Huang y col., 1993). El nombre del 

dominio PAS proviene de las siglas de los primeros miembros conocidos de la familia: las 

proteínas de Drosophila Period (Per) y Single-minded (Sim) y la proteína de mamíferos Arnt 

(Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), también conocida como HIF-β. (Wang y 
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col., 1995). El dominio PAS, que participa en interacciones proteína-proteína se divide en dos 

subdominios denominados PAS-A y PAS-B (Semenza, 2007). La región HLH y el dominio 

PAS tienen participación en la formación del heterodímero entre ambas subunidades. La 

unión al DNA del factor de transcripción está mediada por la región básica del dominio 

bHLH (Jiang y col., 1996). A lo largo de todo el árbol filogenético, incluyendo procariotas, se 

han identificado proteínas que contienen tanto el dominio bHLH como el dominio PAS, lo 

cual implica que se trata de una familia de proteínas evolutivamente muy antigua 

(Morgenstern y Atchley, 1999; Wang y col., 1995).   

  En mamíferos, existen distintas subunidades-α de HIF cuya estructura básica y regulación 

son similares pero que difieren tanto en su función (Carroll y Ashcroft, 2006) como en su 

patrón de expresión (Gu y col., 1998; Hirota y Semenza, 2005; Tian y col., 1997). La 

expresión de HIF-1α es ubicua y la de sus parálogos, HIF-2α  y HIF-3α está más restringida a 

tejidos particulares (Gu y col., 1998; Hirota y Semenza, 2005; Semenza, 2007; Tian y col., 

1997). 

 

1.1.1- HIF-1α 

HIF-1α es una proteína de 826 aminoácidos (120kDa) (Figura 3); su dominio bHLH está 

constituido por un motivo básico (residuos 17-30) seguido por el motivo HLH (residuos 31 a 

71) y el dominio PAS (residuos 85 a 298) está formado por los subdominios PAS A (residuos 

85 a 158) y PAS B (residuos 228 a 298) (Wang y col., 1995). HIF-α contiene dos señales de 

localización nuclear predichas; la N-NLS (residuos 17 a 74) y la C-NLS (residuos 720 a 758). 

En el contexto de la proteína entera la C-NLS que es una señal bipartita, demostró ser crucial 

para la importación nuclear de HIF-1α, mientras que la N-NLS no sería necesaria para el 

ingreso de la proteína la núcleo (Kallio y col., 1998; Luo y Shibuya, 2001). En la mitad C-

terminal de HIF-1α se hallan dos dominios de transactivación ricos en glutaminas que han 

sido denominados N-TAD (residuos 531 a 584) y C-TAD (residuos 786 a 826) (Pugh y col., 

1997). La parte C-terminal de la proteína contiene un dominio que media la degradación de 

HIF-1α en condiciones de normoxia (Huang y col., 1998). Este dominio de degradación 

dependiente de oxígeno (ODDD- Oxygen dependent Degradation Domain; residuos 401 a 

603) contiene dos motivos PEST: secuencias ricas en prolinas (P), ácido glutámico (E), serina 

(S), y treonina (T) (residuos 499 a 518 y 581 a 600) común en proteínas que poseen un tiempo 

de vida media  corto (Rechsteiner y Rogers, 1996) y contiene además residuos de prolina que 

son clave para la regulación de la estabilidad de la proteína de manera dependiente de oxígeno 

(ver mas abajo). El tiempo medio de vida de HIF1-α en condiciones de normoxia es inferior a 

diez minutos, siendo la proteína difícilmente detectable en estas condiciones (Chun y col., 

2002).   
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Figura 3. Dominios estructurales y funcionales de HIF-1α. En la región N-terminal se 
encuentran los dominios bHLH y PAS, mientras que en la región C-terminal está el dominio de 
degradación dependiente de oxígeno (ODDD) y los dos dominios de transactivación (N-TAD y C-
TAD). También se muestran las dos prolinas (P402 y P564) y la asparragina (A803) susceptibles a 
hidroxilación y la señal de localización nuclear funcional (C-NLS). 

 

1.1.2- HIF-1β 

HIF1-β fue identificado previamente como el translocador nuclear del receptor de compuestos 

aril hidrocarbonados (Arnt), el cual puede formar heterodímeros con varias otras proteínas 

bHLH-PAS, tales como el receptor de compuestos aril hidrocarbonados (AHR) y las proteínas 

Singled-Minded (SIM-1 y SIM-2). Se ha podido determinar que a bajas concentraciones de 

oxígeno, se favorece la formación del heterodímero HIF-α/HIF-β por sobre todos los demás 

heterodímeros posibles debido a la mayor afinidad que HIF-β posee por HIF-α (Gradin y col., 

1996).  

Por su parte, HIF-β presenta dos isoformas de 774 y 789 aminoácidos (92 y 94 kDa 

respectivamente) generadas por splicing alternativo que difieren en la inclusión de un exón de 

45 pares de bases (Wang y col., 1995). El significado funcional de estas dos isoformas no ha 

sido dilucidado. HIF-β contiene una señal de localización nuclear en la región N-terminal 

(aminoácidos 36 a 61) que media su entrada al núcleo (Eguchi y col., 1997) y una región rica 

en glutaminas en su parte C-terminal que podría dirigir la transcripción en condiciones de 

homodimerización (Antonsson y col., 1995; Sogawa y col., 1995), aunque no hay evidencias 

de que esto ocurra en un contexto fisiológico. Interesantemente, se ha reportado que cuando 

HIF-β dimeriza con AhR se silencia el dominio de transactivación de HIF-β (Ko y col., 

1996).   

 

 

 

 

 

14 



Introducción 
 
 
2. Regulación dependiente de oxígeno de HIF 

 que opera sobre HIF depende de su 

.1- Estabilidad proteica de HIF-1α  

 la hipoxia fue la dilucidación del mecanismo 

.1.1-Ubiquitinación 

 de tumores de von Hippel-Lindau (VHL) juega un papel central en la 

e reconocimiento del sustrato dentro de un complejo E3 

El complejo mecanismo de regulación por oxígeno

subunidad α e involucra principalmente cambios en su estabilidad proteica, regulación de la 

actividad transcripcional y modulación de la localización subcelular. Se han descripto también 

cambios en la expresión del mRNA y regulación a nivel de splicing alternativo de ambas 

subunidades (Gothie y col., 2000; Wang y col., 1995; Wiener y col., 1996; Yu y col., 1998).  

 

 

2

Uno de los principales avances en el campo de

molecular por el cual las células sensan los niveles de oxígeno y traducen esta señal a cambios 

en la estabilidad proteica de HIFα. Inicialmente, análisis bioquímicos mostraron que la vida 

media de HIF-1α en condiciones de normoxia (21% de oxígeno) era muy corta, mientras que 

en hipoxia (por ejemplo, 1% O2) se inhibía la degradación proteica provocando acumulación 

de la proteína (Huang y col., 1998). Experimentos con inhibidores del proteasoma permitieron 

determinar que HIF1-α es degradado en condiciones de normoxia en el proteasoma de 26S 

vía ubiquitinación (Huang y col., 1998; Kallio y col., 1999; Salceda y Caro, 1997; Sutter y 

col., 2000). 

 

2

  La proteína supresora

ubiquitinación de HIF-α a través de su interacción directa con el ODDD de la subunidad α 

(Bonicalzi y col., 2001; Maxwell y col., 1999). Mutaciones que afectan a VHL son 

responsables del síndrome de von Hippel-Lindau, caracterizado por la predisposición al 

desarrollo de tumores altamente vascularizados. Se ha determinado que ello se debe a altos 

niveles de HIF-α  en estos tumores (Maxwell y col., 1999), lo que provoca la expresión 

constitutiva de una amplia gama de genes inducibles por hipoxia, incluyendo VEGF (Morii y 

col., 1993; Takahashi y col., 1994). 

VHL funciona como la subunidad d

ubiquitin ligasa, del que también forman parte las proteínas elongina B y C, culina 2, y Rbx1 

(Bonicalzi y col., 2001; Cockman y col., 2000; Kamura y col., 2000; Maxwell y col., 1999; 

Ohh y col., 2000; Tanimoto y col., 2000). La interacción física entre VHL y HIF-α depende 

de la presencia de oxígeno: VHL se asocia al ODDD en condiciones de normoxia pero no en 

hipoxia y por dicho motivo, la ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma de 

26S está inhibida en hipoxia (Kallio y col., 1999; Maxwell y col., 1999). La unión de VHL al 

ODDD y posterior ubiquitinación en su región N- y C-terminal (aminoácidos 390-417 y 549 a 
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582, respectivamente) (Hon y col., 2002), requiere de la hidroxilación de dos residuos de 

prolina (P402 y P564, figura 3A)(Bruick y McKnight, 2001; Jaakkola y col., 2001). Estos 

residuos se encuentran dentro de una secuencia conservada, LXXLAP, donde la presencia de 

las leucinas es necesaria para que la prolina pueda ser hidroxilada. La reacción de 

hidroxilación está catalizada por una serie de prolil-4-hidroxilasas que utilizan al oxígeno 

molecular como co-sustrato para la catálisis (Epstein y col., 2001; Ivan y col., 2001).  

 

2.1.2- Prolil hidroxilasas que modifican a HIF (PHDs) 

s de prolina en el ODDD de HIF-α 

ertemente inducidas en hipoxia, mientras que los 

 Como se ha mencionado, la hidroxilación de los residuo

está catalizada por prolil 4-hidroxilasas de la familia de las dioxigenasas que requieren 

oxígeno, 2-oxoglutarato y hierro (II) para la catálisis (Bruick y McKnight, 2001; Jaakkola y 

col., 2001). La enzima responsable de la hidroxilación de estas prolinas de ΗIFα fue 

descubierta inicialmente en Caenorhabditis elegans, estando codificada por el gen egl-9 

(Epstein y col., 2001). Los gusanos mutantes para egl-9, al igual que los mutantes para vhl, 

presentan niveles constitutivamente elevados de proteína HIF-α. Se identificaron tres 

homólogos de EGL-9 en mamíferos, a los que se denominó PHD1, PHD2 y PHD3 (proteínas 

con Dominios Prolil Hidroxilasa- PHD) (Bruick y McKnight, 2001; Epstein y col., 2001; Ivan 

y col., 2001). Estas proteínas difieren en su localización subcelular: PHD1 es exclusivamente 

nuclear, PHD2 es citoplasmática y PHD3 está en ambos compartimentos (Metzen y col., 

2003). Las tres hidroxilasas demostraron ser capaces de modificar la prolina 564 pero sólo 

PHD1 y PHD2 hidroxilan a la  prolina 402 (Hirota y Semenza, 2005; Huang y col., 2002; 

Masson y Ratcliffe, 2003; Masson y col., 2001). El oxígeno molecular es uno de los dos 

sustratos de estas enzimas (el otro es 2-oxoglutarato), mientras que dióxido de carbono y 

succinato, además de la prolina hidroxilada,  son los productos de la reacción. En condiciones 

de hipoxia, o en casos de disminución de los niveles de hierro o de 2-oxoglutarato, las PHDs 

dejan de funcionar y de esta manera, HIF-1α no es degradado, acumulándose en la célula 

(Figura 4) (Schofield y Ratcliffe, 2005).   

  Interesantemente, PHD2 y PHD3 son fu

niveles del transcripto de PHD1 se mantienen constantes (Appelhoff y col., 2004; Epstein y 

col., 2001). De hecho, ambas hidroxilasas, PHD2 y PHD3, son blancos transcripcionales de 

HIF, generándose un circuito de retroalimentación negativa (Berra y col., 2001a; del Peso y 

col., 2003) que limita la respuesta transcripcional a hipoxia.  
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2.2- Actividad transcripcional de HIF 

E de los enhancers de sus genes-blanco y reclutar 

egulación dependiente de oxígeno del 

ión de ambos tipos de residuos, las prolinas dentro del ODDD y 

HIF debe unirse a las secuencias HR

coactivadores transcripcionales para poder inducir la transcripción. La actividad 

transcripcional de HIF está también regulada por oxígeno. El dominio TAD de HIF-α recluta 

los coactivadores transcripcionales, p300/CBP que se unen a HIF-α a través de su dominio 

CH1 (rico en cisteinas e histidinas) (Gu y col., 2001), reclutando otros coactivadores que 

incluyen a SRC-1, TIF-2 y Ref-1 (Ema y col., 1999).  

 Como se mencionó más arriba, el mecanismo de r

reclutamiento de coactivadores depende de la hidroxilación de una asparragina  ubicada 

dentro del dominio C-TAD (N803). Esta hidroxilación impide la interacción con p300/CBP 

bloqueando la transcripción (Lando y col., 2002b) (Figura 4). En hipoxia, la hidroxilación de 

la asparragina no tiene  lugar y en consecuencia, p300/CBP puede interaccionar con el C-

TAD permitiendo que el complejo transcripcional se ensamble. La enzima responsable de la 

hidroxilación de la Asn es, al igual que las PHDs, una dioxigenasa dependiente de 2-

oxoglutarato y hierro (II), la cual fue denominada FIH (Mahon y col., 2001) (Hewitson y col., 

2002; Lando y col., 2002a).  

 La inhibición de la hidroxilac

la asparragina del dominio C-TAD, es necesaria para que la activación de HIF en respuesta a 

hipoxia sea máxima (Lando y col., 2002a). El reemplazo de las prolinas dentro del ODDD 

resulta en una proteína estable aún en condiciones de normoxia, pero que presenta una 

actividad transcripcional mucho más baja en normoxia que en hipoxia (Lando y col., 2002a). 

La sustitución de la asparragina dentro del dominio T-CAD no altera por sí misma la 

actividad de HIF debido a que,  a pesar de reclutar constitutivamente a los co-activadores 

transcripcionales, la proteína se degrada de todos modos en normoxia. Finalmente, una doble 

mutante de HIFα, en la que tanto las prolinas como la asparragina han sido reemplazadas por 

residuos de alanina, presenta actividad máxima aún en condiciones de normoxia (Lando y 

col., 2002a). 

 

17 



Introducción 
 
 

 

Figura 4. La regulación de HIF por el oxígeno ocurre a través de la subunidad α. Dentro de la 
subunidad-α existen tres sitios susceptibles a ser hidroxilados: dos prolinas en el dominio de 
degradación dependiente de oxígeno (ODDD) y una asparragina en el dominio C-terminal de 
transactivación (C-TAD). En presencia de oxígeno molecular (O2), estos tres residuos son 
hidroxilados por las enzimas PHD y FIH respectivamente. La hidroxilación de las prolinas permite 
la unión a VHL, el cual media la ubiquitinación y posterior destrucción en el proteasoma de 26S. 
La hidroxilación de la asparragina, bloquea la interacción con P300/CBP, disminuyendo la  
actividad transcripcional. Cuando los niveles de oxígeno disminuyen, las hidroxilasas no son 
capaces de actuar sobre la subunidad α, evadiéndose la degradación y permitiendo la unión a 
p300/CBP. Esto posibilita la formación del heterodímero con la subunidad-β y la subsecuente 
activación de la transcripción de los genes blanco. 
 

 

 

2.3- Localización Subcelular de HIF 

 Para unirse al DNA y activar  la transcripción, obviamente es necesario que el heterodímero 

HIF-α/HIF-β se localice en el núcleo (Kallio y col., 1997).  La localización subcelular de 

HIF-α depende de los niveles de oxígeno; en normoxia, HIF-α se localiza mayormente en el 

citoplasma, mientras que en hipoxia se encuentra concentrado en el núcleo (Kallio y col., 

1998). Si bien, se sugirió que la importación nuclear ocurriría exclusivamente en hipoxia, el 

mecanismo involucrado no pudo se dilucidado (ver más adelante).  
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La importación nuclear de HIF-α y HIF-β está mediada por la vía clásica de importina-

α/importina-β. Tanto HIF-α como HIF-β se unen independientemente a importina-α, la cual, 

unida a importina-β, facilita la entrada al núcleo de los complejos conteniendo HIFα o HIFβ. 

La unión de HIF-α a la importina-α depende de su señal de localización nuclear C-terminal 

(C-NLS) (Depping y col., 2008). Hasta la realización de esta tesis, se desconocía el 

mecanismo de exportación nuclear de HIF-α y de hecho, no se habían identificado señales de 

exportación (NES) que puedan ser reconocidas por CRM1. Se sugirió sin embargo, que en 

condiciones de reoxigenación, HIF-1α es inicialmente ubiquitinado en el núcleo y 

posteriormente exportado al citoplasma en un proceso dependiente de VHL (Groulx y Lee, 

2002). Se reportó también que esta exportación es insensible al tratamiento con LMB, 

sugiriendo que esta vía de exportación es independiente de CRM1.  

 

 

3- Existencia en Drosophila de un sistema homólogo al sistema HIF de mamíferos  

3.1-Identificación de Sima y Tango como los homólogos de HIF-α y HIF-β en Drosophila 

  La existencia en Drosophila de un sistema homólogo a HIF fue inicialmente inferida 

mediante de ensayos en geles de retardo (EMSA). Extractos nucleares preparados a partir de 

células S2 de Drosophila fueron incubados con oligonucleótidos derivados de los enhancers 

de genes de mamíferos que se inducen en hipoxia (HRE), dando lugar a la formación de 

complejos inducibles por hipoxia y sugiriendo por lo tanto, la existencia en Drosophila de una 

proteína nuclear endógena capaz de interaccionar con dichos enhancers (Nagao y col., 1996).  

En la misma época, se identificó en Drosophila un gen de expresión ubicua que codificaba 

para un factor de la transcripción  de 1505 aminoácidos perteneciente a la familia bHLH-PAS, 

el cual estaba estructuralmente relacionado con HIF-α de mamíferos, por lo que fue 

denominado Similar (Sima) (Nambu y col., 1996).  

   Sima es notablemente más grande que cualquier proteína HIF-α de mamíferos descripta 

hasta el momento, exhibiendo un peso molecular aproximado de 180kDa. A nivel de 

aminoácidos, presenta una identidad con el HIF-1α humano del 45% en el dominio de PAS y 

del 63% en el dominio bHLH (Figura 5). La primera evidencia de que Sima podría ser un 

homólogo funcional de HIFα fue reportada poco tiempo más tarde. Sima es prácticamente 

indetectable en células S2 en normoxia pero en hipoxia severa, los niveles de la proteína 

suben dramáticamente (Bacon y col., 1998). Más recientemente, nuestro grupo llevó a cabo 

una caracterización más detallada de la maquinaria de respuesta a hipoxia in vivo, en 

embriones de Drosophila (Lavista-Llanos y col., 2002). En embriones, los niveles de la 

proteína Sima son demasiado bajos para ser detectados en normoxia por inmunofluorescencia, 

mientras que en hipoxia severa la proteína puede ser observada en el núcleo de las células del 

19 



Introducción 
 
 
sistema traqueal. Estudios posteriores permitieron determinar que al igual que en HIF-α de 

mamíferos (Huang y col., 1998; Jiang y col., 1997; Maxwell y col., 1999; Pugh y col., 1997), 

la regulación de Sima ocurre a nivel de la estabilidad de la proteína, donde un dominio central 

es responsable de la degradación dependiente de oxígeno (Bacon y col., 1998) (Lavista-

Llanos y col., 2002).   

Figura 5. Representación esquemática de la proteína HIF-α humana y de su homólogo en 
Drosophila, Sima. Se muestran los dominio bHLH, PAS y ODDD. Dentro del ODDD están 
marcadas las prolinas susceptibles a hidroxilación dependiente de oxígeno. 
 

 

El homólogo de HIF-β en Drosophila fue identificado aproximadamente al mismo tiempo que 

Sima y fue denominado Tango debido a que, como ocurre con HIF-β en células de 

mamíferos, además de formar un heterodímero con Sima, puede formar “pareja” con varias 

otras proteínas bHLH-PAS de Drosophila (Ma y Haddad, 1999; Ohshiro y Saigo, 1997; 

Sonnenfeld y col., 1997; Zelzer y col., 1997). Estas proteínas bHLH-PAS incluyen a 

Trachealess - implicado en el desarrollo traqueal (Wilk y col., 1996)-; Dysfusion –necesario 

para la diferenciación de las células de fusión en la tráqueas (Jiang y Crews, 2003; Jiang y 

Crews, 2006)-; Singled minded –que participa en la diferenciación de células de la glia 

(Nambu y col., 1991)- y Aristapedia –que controla el desarrollo de las antenas (Crews y Fan, 

1999; Emmons y col., 1999)-. Estudios funcionales en células S2 y en embriones de 

Drosophila llevados a cabo por nuestro y otros laboratorios confirmaron que Sima y Tango 

son indispensables para inducir la respuesta transcripcional a hipoxia  (Bruick y McKnight, 

2001; Centanin y col., 2008; Centanin y col., 2005; Dekanty y col., 2005; Gorr y col., 2004; 

Lavista-Llanos y col., 2002). Por otra parte, coincidiendo con lo ya descripto en mamíferos, la 

interacción entre Sima y Tango es directa y está mediada por sus dominios bHLH y PAS 

(Sonnenfeld y col., 1997).  

  La expresión de la proteína Tango es ubicua en todos los tejidos de Drosophila a lo largo del 

desarrollo pero interesantemente, la proteína se encuentra localizada en el citoplasma a menos 
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que Trachealess o Single minded, con las que heterodimeriza, se coexpresen en la misma 

célula. En ese caso, ambas subunidades, Tango y la correspondiente subunidad-α, se localizan 

en el núcleo induciendo la transcripción de genes blanco. Se propuso que este mecanismo de 

regulación de la localización subcelular de Tango podría ser un principio general aplicable a 

todas las subunidades-α de Drosophila (Ward y col., 1998).  

   

 

3.2- Regulación de Sima por oxígeno  

3.2.1- Estabilidad de la proteína Sima 

  Como se ha mencionado, al igual que en mamíferos, la proteína HIF-α de Drosophila, Sima, 

es regulada por oxígeno a nivel de la degradación de la proteína (Gorr y col., 2004). Se  

identificó un dominio central ubicado entre los aminoácidos 692 y 863, que media la 

degradación dependiente de oxígeno (ODDD) (Lavista-Llanos y col., 2002) (Figura 5). En 

concordancia con esto, se identificó en Drosophila un gen homólogo a VHL que reconoce a 

Sima y forma parte de un complejo E3 ubiquitin ligasa junto con los homólogos de Cul-2, 

Rbx1 y las Elonginas B y C (Aso y col., 2000).  

  Dentro del dominio ODDD se identificó un único residuo de prolina susceptible a ser 

hidroxilado (P850) (Arquier y col., 2006; Centanin y col., 2008; Jaakkola y col., 2001) por la 

prolil hidroxilasa de Drosophila homóloga a las PHDs de mamíferos (Bruick y McKnight, 

2001; Epstein y col., 2001; Lavista-Llanos y col., 2002). El gen que codifica la prolil 

hidroxilasa fue estudiado en profundidad en nuestro laboratorio y denominado fatiga 

(Centanin y col., 2005) (Figura 6). El silenciamiento de fatiga mediado por RNAi provoca la 

acumulación constitutiva de la proteína Sima en normoxia tanto en cultivos de células (Bruick 

y McKnight, 2001) como en  embriones de Drosophila (Lavista-Llanos y col., 2002). 

Además,  en el laboratorio se generaron una serie de alelos mutantes para fatiga en los cuales 

se acumula la proteína Sima aún en condiciones de normoxia (Centanin y col., 2005). Estos 

mutantes muestran la inducción constitutiva de reporteros transcripcionales inducibles por 

hipoxia, como así también de genes blanco dependientes de Sima (Centanin y col., 2008; 

Centanin y col., 2005).  
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Figura 6. Drosophila contiene un sistema homólogo a HIF de mamíferos, constituido por un 
heterodímero de proteínas bHLH-PAS, Sima y Tango. La subunidad α, Sima está regulada por 
niveles de oxígeno a nivel de estabilidad de la proteína y de localización subcelular. Se desconoce 
si existe regulación de la actividad transcripcional de Sima. La subunidad β, Tango, es una “pareja” 
común de otras proteínas bHLH-PAS de Drosophila y no posee una regulación obvia por niveles 
de oxígeno. Se identificaron los homólogos de las proteínas involucradas en la regulación de la 
estabilidad de HIF, siendo Fatiga el homologo de las PHDs y dVHL el homólogo de VHL. 
 

 

 

3.2.2- Actividad transcripcional de Sima 

  Para estudiar la respuesta transcripcional a hipoxia en Drosophila se construyeron reporteros 

transcripcionales conteniendo un fragmento de 233pb del promotor de la lactato 

deshidrogenasa murina (LDH – gen regulado positivamente en hipoxia) clonado río arriba del 

gen reportero Lac-Z (HRE-LacZ) (Lavista-Llanos y col., 2002) (figura 7A). Utilizando líneas 

de moscas transgénicas que contenían este reportero transcripcional se demostró que Sima y 

Tango median la respuesta a hipoxia en Drosophila y que dicha respuesta está fuertemente 

modulada por parámetros del desarrollo, mostrando máxima expresión en estadios tardíos del 

desarrollo embrionario (Centanin y col., 2005; Lavista-Llanos y col., 2002). Se utilizó además 

un reportero transcripcional en células S2 generado a partir de un fragmento dimerizado de 51 

pb proveniente del promotor de la lactato deshidrogenasa (región mínima necesaria para su 

inducción en hipoxia), clonada río arriba del gen de la luciferasa (Dekanty y col., 2005) 

(figura 7B). Se demostró que las células S2 también son capaces de responder a hipoxia y que 

en este contexto la respuesta depende de Sima y Tango (Dekanty y col., 2005). Esta 

herramienta permitió llevar a cabo estudios exhaustivos de la respuesta a hipoxia en células 

S2 permitiendo combinar diferentes tratamientos farmacológicos con el silenciamiento 

sistemático de genes candidatos a regular la respuesta a hipoxia (Dekanty y col., 2005). 

22 



Introducción 
 
 

Figura 7. Reporteros Transcricionales de Sima. A) Reportero transcripcional utilizado para 
generar líneas de moscas transgénicas. Un fragmento de 233 pb del enhancer del gen LDH 
murino fue clonado río arriba de LacZ. La secuencia incluye dos elementos HRE y un sitio CRE; 
los tres sitios son necesarios para la inducción en hipoxia del gen LDH de mamíferos. B) 
Reportero transcripcional utilizado en células S2. El reportero contiene la mínima región del 
gen de LDH que incluye los dos sitios HRE y el sitio CRE (51pb). Esta secuencia está dimerizada y 
clonada río arriba del gen de la luciferasa.  

A 

B 

   

 

En Drosophila, no se ha identificado un homólogo de FIH y no hay indicios de la existencia 

de una posible asparragina involucrada en la regulación dependiente de oxígeno del 

reclutamiento de co-activadores transcripcionales. 

 

3.2.3- Localización Subcelular de Sima 

 Experimentos llevados a cabo en embriones transgénicos que sobre-expresan Sima revelaron 

que la localización subcelular de esta proteína también depende de la tensión del oxígeno 

(Lavista-Llanos y col., 2002). En estos estudios la sobreexpresión de Sima logró contrarrestar 

la rápida degradación de la proteína, pudiéndose analizar la regulación de la localización 

subcelular dependiente de oxígeno. En este paradigma experimental, Sima es principalmente 

citoplásmica en normoxia y mayormente nuclear en condiciones de hipoxia (Lavista-Llanos y 

col., 2002), de manera similar a lo previamente descripto para HIF-1α (Fig. 8). Es relevante 

destacar que esta regulación no ocurre de un modo a “todo o nada”, sino que se comporta 

como una respuesta dosis-dependiente en la cual niveles de oxígeno progresivamente menores 

provocan que la proteína sea progresivamente más nuclear  (Dekanty y col., 2005).  

Interesantemente, la localización subcelular de Sima está modulada además por parámetros 

del desarrollo. Por ejemplo, en embriones tempranos mantenidos en normoxia Sima se 
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localiza exclusivamente en el citoplasma, pero hacia el final de la embriogénesis una 

proporción de los embriones muestra a Sima distribuida en ambos compartimentos en 

normoxia e incluso existen algunos embriones en los que Sima se encuentra localizada en el 

núcleo (Dekanty y col., 2005). Interesante, la eliminación del ODDD torna a Sima 

constitutivamente nuclear, independientemente de la tensión de oxígeno (Lavista-Llanos y 

col., 2002). El mecanismo molecular a través del cual el oxígeno regula la localización 

subcelular de HIF-α o de Sima no era conocido. En esta Tesis se ha contribuido a dilucidar 

esta regulación utilizando principalmente el sistema de Drosophila (Romero y col., 2008). 

 

Figura 8.  La localización Subcelular de Sima y de HIF-1α está regulada por el oxígeno. HIF-
1α en células COS-7 y Sima en embriones de Drosophila se localizan en el citoplasma en 
normoxia y en el núcleo en hipoxia. (Modificado a partir de Kallio y col, 1998 y de Lavista-Llanos 
y col, 2002) 
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III- TRANSPORTE DE PROTEÍNAS ENTRE EL NÚCLEO Y EL 

CITOPLASMA 

 

  En células eucariotas, el compartimento para la síntesis del RNA, el núcleo, se encuentra 

separado de aquél donde ocurre la síntesis proteica, el citoplasma, por una doble bicapa 

lipídica denominada envoltura nuclear (EN). Por lo tanto, para que la célula pueda funcionar 

como una única entidad, las moléculas deben ser transportadas bidireccionalmente entre 

ambos compartimentos. Esta comunicación entre el núcleo y el citoplasma ocurre a través del 

denominado complejo del poro nuclear (CPN), el cual se encuentra inserto dentro de la 

envoltura nuclear.  El transporte de proteínas y  RNA a través del CPN está mediado por una 

superfamilia de receptores de transporte llamados Karioferinas. Las karioferinas se unen a sus 

proteínas cargo por el reconocimiento específico de Señales de Localización Nuclear (NLSs) 

o Señales de Exportación Nuclear (NESs). El transporte a través del CPN está facilitado por 

interacciones transientes y dinámicas entre las karioferinas y componentes específicos del 

CPN. La interacción de las Karioferinas con sus moléculas cargo está regulada por una 

GTPasa pequeña denominada Ran. Ran es a su vez modulada por proteínas que regulan su 

ciclo GTPasa y su localización subcelular.    

 

 

1. Complejo del poro nuclear (CPN) 

  El CPN es una estructura proteica macromolecular que forma un canal a través de la 

envoltura nuclear. Está constituido por nucleoporinas (Nups) que facilitan la función de 

importación y exportación de proteínas y RNAs (Cronshaw y col., 2002; Dworetzky y 

Feldherr, 1988; Rout y col., 2000; Tran y Wente, 2006). Existen tres clases de nucleoporinas: 

Las proteínas de membrana del poro (Poms), las Nups que contienen múltiples repeticiones 

Fenilalanina-Glicina (FG-Nups) y las Nups estructurales (Figura 9).  

  El primer grupo, constituido por las Poms, corresponde a las proteínas más externas del CPN 

y consiste en típicas proteínas de membrana que median el anclaje del poro a la bicapa 

lipídica (Rout y col., 2000). Las Poms contienen dominios transmembrana tipo α-hélice y tipo 

cadherina. Mientras que las α-hélices ayudan a anclar el CPN a la envoltura nuclear, los 

dominios cadherina permiten estabilizar la curvatura de la envoltura nuclear funcionando 

como puente entre la membrana interna y la membrana externa (Wheelock y Johnson, 2003). 

  El segundo grupo de nucleoporinas está conformado por las FG-Nups. Estas contienen 

dominios discretos que intercalan secuencias repetitivas de Fenilalanina-Glicina (FG) o 

Glicina-Leucina-Fenilalanina-Glicina (GLFG) o Fenilalanina-residuoX-Fenilalanina-Glicina 

(FxFG) con segmentos que contienen residuos polares de largo variable. Este grupo de 
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proteínas se encuentra en la región central del CPN y dada la incapacidad que tienen estos 

dominios para plegarse, las FG-Nups extienden estructuras filamentosas hacia las caras 

citoplasmática y nuclear de la envoltura nuclear (Rout y col., 2000). El dominio FG provee 

baja afinidad y alta especificidad para interaccionar con los receptores involucrados en el 

transporte activo a través del CPN. Estas características admiten el establecimiento de 

interacciones transientes entre las FG-Nups y los receptores de transporte, permitiendo que 

dichos receptores atraviesen el CPN junto a sus cargos sin ser retenidos en él (Strawn y col., 

2004). Las FG-Nups se encuentran en la superficie central del poro proveyendo una región de 

interacción para los receptores de transporte alrededor del centro del canal. El anclaje de las 

FG-Nups al enorme poro nuclear está mediado por dominios adicionales del tipo coiled-coil 

(Lupas, 1996).  

Figura 9. Esquema de la composición y arquitectura del Complejo del Poro Nuclear (CPN). 
Arquitectura del anillo del CPN, vista desde el plano de la envoltura nuclear. Nótense las proteínas 
transmembrana, las proteínas de andamio y las proteínas FG (derecha del dibujo). Los dominios 
que contienen cada uno de estos tres grupos de Nups se observan en la parte izquierda del esquema. 
(Modificado a partir de Devos et al, 2006)

  

  El tercer grupo, constituido por las Nups estructurales, sólo contiene proteínas con 

propiedades de plegamiento del tipo α-solenoide o β-propeller. Toda Nup que no contenga 

dominios α-hélice o motivos FG contiene al menos uno de los tipos de plegamiento que 

definen a las Nups estructurales. Mientras que las Nups transmembrana y las FG-Nups se 

ubican respectivamente en la cara externa e interna del CPN, las Nups estructurales funcionan 

como andamio vinculando el grupo externo con el grupo interno  (Devos y col., 2006). Esto 

permitiría la unión entre las diferentes partes del CPN consolidando así su arquitectura 

general. 
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2. Receptores de Transporte: Las Karioferinas 

La importación y exportación de la mayoría de las proteínas, de las subunidades ribosomales, 

y de algunos RNAs, están mediadas por una gran familia de proteínas de transporte 

evolutivamente conservadas, globalmente denominadas Karioferinas (Pemberton y Paschal, 

2005). Dentro de la familia de las Karioferinas, se encuentran las α-karioferinas y las β-

karioferinas; estas últimas, a su vez, se dividen en dos grupos determinados por la dirección 

en la que facilitan el transporte: 1) Las importinas que median la importación nuclear 

reconociendo señales de localización nuclear (NLSs) y 2) Las exportinas, involucradas en la 

exportación nuclear merced al reconocimiento de señales de exportación (NES) en las 

proteínas cargo (Fried y Kutay, 2003) (Weis, 2003). La asociación entre la karioferina y la 

señal de transporte nuclear puede ocurrir de manera directa o de manera indirecta, utilizando 

adaptadores. Uno de los adaptadores más conocidos que participa de la importación de 

proteínas es la importina-α, perteneciente al grupo de las α-karioferinas. 

  La función intrínseca de las β-kariferinas en la importación y exportación nuclear recae en la 

capcidad de estas proteínas de interactuar directamente, tanto con las proteínas cargo, como 

con las nucleoporinas y con RanGTP. Presentan tres dominios funcionales: el dominio de 

unión a Ran se encuentra en la porción amino-terminal; el dominio de unión a FG-

nucleoporinas se localiza en la parte central de la proteína y el dominio de unión a la proteína-

cargo se halla en la parte carboxi-terminal de la β-Karioferina. 

  Esta posibilidad de interactuar con varias proteínas a la vez tiene lugar gracias a la gran 

flexibilidad estructural y a la extensa superficie de interacción que presentan las Karioferinas. 

La β-Karioferina que ha sido mejor estudiada es la denominada importina-β, la cual incluye 

20 repeticiones en tandem de un motivo denominado HEAT. El motivo HEAT está 

compuesto por aproximadamente 40 aminoácidos que dan lugar a dos hélices antiparalelas, 

designadas como hélice A y hélice B, conectadas por una pequeña horquilla (Andrade y Bork, 

1995; Andrade y col., 2001). El arreglo de las repeticiones HEAT define a una súper hélice 

espiralada en forma de solenoide compuesta por dos arcos correspondientes a la mitad N-

Terminal y a la mitad C-Terminal del receptor. Esta disposición espacial le confiere a la 

importina-β una gran superficie de interacción en los arcos (Figura 10). La superficie cóncava 

interna del espiral, formada por las hélices B, interacciona con RanGTP a través del arco N-

Terminal y con el cargo o proteína adaptadora (importina-α) a través del arco C-Terminal 

(Cingolani y col., 1999; Chook y Blobel, 1999; Vetter y col., 1999). La superficie convexa 

externa está formada por las hélices A, las cuales interaccionan con los motivos FG de las 

nucleoporinas (Bayliss y col., 2000; Bayliss y col., 2002).  Además de la inherente 

flexibilidad de estos solenoides, otra capacidad intrínseca de dicha estructura es facilitar el 
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acomodamiento de diferentes proteínas cargo por medio de un mecanismo de “encaje 

inducido” (Conti y col., 2006).   

 

Figura 10. Esquema de la estructura espacial de  la Importina-β y de sus dominios 
funcionales.  La capacidad de las β-Karioferinas de mediar el transporte de sus proteínas-cargo se 
debe principalmente a su estructura flexible que le permite interaccionar tanto con RanGTP como 
con el cargo y las FG-Nups del CPN. La súper-hélice espiralada formada por las repeticiones 
HEAT genera dos arcos de unión en la cara interna que media la interacción con RanGTP o con el 
cargo. La cara externa del solenoide participa en la unión a las FG-Nups. Nótese la presencia de un 
loop en la cara interna, este regula la unión excluyente con RanGTP o con el cargo (ver sección 
6.1.3). 
 

 

3- Ciclo Clásico de Importación Nuclear  

   El mecanismo de transporte entre el núcleo y el citoplasma mejor estudiado es el camino 

clásico de la importación nuclear que involucra el reconocimiento de una NLS por parte de 

una karioferina (Figura 11). Hasta el momento, se han identificado cientos de proteínas 

conteniendo NLSs que son importadas por un complejo heterodimérico, compuesto por 

importina-α e importina-β (Gorlich y col., 1995; Moroianu y col., 1995).  El estudio 

minucioso del mecanismo de importación, entre la década del ochenta y del noventa, permitió 

describir un modelo detallado que consta de los siguientes pasos:  1) La importina-α unida a 

la importina-β reconoce la secuencia NLS del cargo en el citoplasma para dar lugar a la 

formación de un complejo de importación trimérico (Enenkel y col., 1995; Izaurralde y col., 

1997; Kalderon y col., 1984; Kuersten y col., 2001; Macara, 2001; Robbins y col., 1991); 2) 

Este  complejo entra en el núcleo desplazándose a través del poro nuclear, merced a las 

interacciones físicas entre la importina-β y las FG-Nups del CPN; 3) Una vez alcanzado el 

núcleo, el complejo de importación trimérico se encuentra con RanGTP; 4) La unión de la 

importina-β a RanGTP provoca un cambio conformacional en la importina-β que resulta en su 
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separación de la importina-α y del cargo; 5) La importina-α posee baja afinidad por el cargo 

cuando no está unida a la importina-β, por lo que la importina-α también se separa del cargo; 

6) Cuando el cargo se libera, la importina-α es re-exportada al citoplasma en un proceso 

mediado por un receptor de exportación específico denominado CAS con quien forma un 

complejo trimérico que incluye a RanGTP. 

Figura 11. Ciclo de Importación Nuclear. La importina-α unida a la importina-β reconoce y une 
la NLS del cargo en el citoplasma y el complejo trimérico atraviesa el CPN. En el núcleo, la unión 
de Ran GTP a la importina-β disocia el complejo, provocando la liberación del cargo. Para 
completar el ciclo, la importina-α y la importina-β son re-exportadas al citoplasma de manera 
independiente. 
 

 

3.1- Señal de localización nuclear clásica (NLS) 

El primer paso en la importación nuclear consiste en el reconocimiento de la proteína cargo 

por parte de la importina. Las proteínas destinadas a ser importadas al núcleo contienen una 

secuencia característica de aminoácidos, la NLS. La señal  de transporte mejor caracterizada 

es la NLS clásica (cNLS). Existen dos tipos de cNLSs, las cuales están caracterizadas por la 

presencia de uno (monopartita) o dos (bipartitas) fragmentos de aminoácidos básicos 

(Dingwall y Laskey, 1991; Kalderon y col., 1984; Robbins y col., 1991). Las cNLSs 

monopartitas están ejemplificadas por la NLS del antígeno T del virus SV40; se trata de la 
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secuencia 125KKKRR131 en la que lisinas y argininas forman un único parche de aminoácidos 

básicos. Las cNLSs bipartitas están ejemplificadas por la NLS de la nucleoplasmina cuya 

secuencia es 155KRPAATKKAGQAKKKK170, donde una lisina y una arginina forman un 

primer parche de aminoácidos básicos y luego, a 10 aminoácidos de distancia, se encuentra un 

segundo parche de aminoácidos básicos constituido por 4 residuos de lisina. 

  Estudios estructurales (Conti y col., 2006; Fontes y col., 2000) y termodinámicos (Hodel y 

col., 2001) han permitido definir muchos de los requerimientos que una cNLS debe cumplir. 

Se encontró que una cNLS monopartita requiere una lisina en la posición 1 seguida de 

residuos básicos en las posiciones 2 y 4 (K(K/R)X(K/R)). Estudios recientes indican que la 

tasa de importación de una proteína cargo que contiene una cNLS depende no sólo de la 

capacidad de formación del complejo de importación (Riddick y Macara, 2005), sino también 

de la acumulación nuclear de la proteína cargo (Hodel y col., 2006). Ambas características 

están determinadas, al menos en parte, por la afinidad de la importina-α por la NLS. Por lo 

tanto, secuencias muy similares a una cNLS pueden no ser funcionales debido a que la 

interacción con la importina es demasiado débil, disminuyendo la eficiencia de formación del 

complejo ternario. Otro motivo posible para que una cNLS no sea funcional es que la 

interacción con la importina sea demasiado fuerte, dificultando la disociación del complejo 

ternario en el núcleo (Gilchrist y Rexach, 2003). Estos datos indican que una cNLS funcional 

debe tener una constante de afinidad intermedia con la importina, la cual debe estar en el 

orden nanomolar.   

 

 

4- Ciclo Clásico de Exportación Nuclear 

 El mecanismo de exportación nuclear más ampliamente utilizado por las proteínas fue  

identificado una década más tarde e involucra el reconocimiento de una secuencia de 

exportación nuclear (NES) presente en la proteína cargo (Figura 12). La karioferina de 

exportación mejor caracterizada es una proteína denominada CRM1. Esta exportina 

interacciona con la NES en presencia de RanGTP y RanBP3 y el complejo resultante es 

exportado al citoplasma (Fornerod y col., 1997; Petosa y col., 2004; Stade y col., 1997). Hasta 

el momento sólo han sido identificadas unas 80 proteínas que contienen NESs consenso para 

CRM1. Notablemente, la afinidad de las NES por CRM1 es alrededor de quinientas veces 

menor que la afinidad de la importina-α por las NLS presentes en los sustratos de importación 

(Askjaer y col., 1999; Gilchrist y Rexach, 2003; Hodel y col., 2006; Paraskeva y col., 1999).  

  La secuencia de eventos en el proceso de exportación de proteínas dependiente de CRM1 es 

la siguiente: 1) CRM1 se une a RanBP3 en el núcleo generando un cambio conformacional en 

CRM1, el cual aumenta su afinidad por RanGTP y por la NES del cargo (Englmeier y col., 
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2001; Lindsay y col., 2001) dando lugar a la formación del complejo CRM1-RanBP3-

RanGTP-NES; 2) este complejo es translocado al citoplasma a través del CPN, en un proceso 

que involucra la interacción de CRM1 con las FG-Nups; 3) una vez que el complejo ha 

alcanzado el citoplasma, el GTP unido a Ran se hidroliza para dar RanGDP; 4) esta hidrólisis 

provoca la desestabilización del complejo y por ende, el cargo se libera en el citoplasma; 5) 

CRM1 se une a RanBP2 para poder ingresar nuevamente al núcleo y RanBP3 re-ingresa al 

núcleo junto con la importina-α3 (Welch y col., 1999). 

 

Figura 12. Ciclo de Exportación Nuclear de proteínas dependiente de CRM1.  La unión de 
RanBP3 a CRM1 estabiliza la unión con RanGTP y con la NES del cargo. El complejo se transloca 
al citoplasma donde el GTP unido a Ran es hidrolizado provocando la disociación del complejo y 
en consecuencia, la liberación del cargo. Para cerrar el ciclo, CRM1 y RanBP3 son re-importados 
al núcleo. 

 

4.1- Señal de Exportación Nuclear (NES)  

Si bien, aún existe controversia sobre si CRM1 interacciona con la proteína cargo de manera 

directa en ausencia de RanGTP o si sólo lo hace en presencia de RanGTP, existe un consenso 

general de que la unión de CRM1 con la proteína cargo y RanGTP es cooperativa. Para que 

dicha unión ocurra, el cargo debe contener una secuencia consenso de exportación nuclear 

(NES). Las primeras NESs fueron identificadas en 1995 y correspondieron al inhibidor de la 

proteín-Kinasa A (LALKLAGLDI) (Wen y col., 1995) y a la proteína viral HIV Rev 
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(LQLPPLERLTL) (Fischer y col., 1995). Si bien ambas NES se caracterizaban por una alta 

proporción de residuos hidrofóbicos, no resultaba obvio cómo predecir la existencia de una 

NES. Hacia el año 2003 ya se habían descripto 58 proteínas que contenían NES y en 

consecuencia, se pudo inferir un posible consenso que las define: La NES involucra una 

secuencia de 10 aminoácidos, donde cuatro de ellos son hidrofóbicos y están separados entre 

sí por un número definido de residuos: L-X(2-3)-[LIVFM]-X(2−3)-L-X-[LI] (Fig. 13) (la 

Cour y col., 2003).  Es importante destacar que sólo el 38% de las NES descriptas se ajusta de 

manera exacta a este consenso y nótese que ninguna de las dos NESs identificadas 

inicialmente respetan este consenso de manera total. La falta de de una secuencia consenso 

estricta que defina a las NES dificulta la utilización de algoritmos para su predicción, 

haciendo difícil la identificación de señales funcionales. 

 

Figura 13. Alineamiento de 58 NES simbolizadas como secuencias Logo: los caracteres que 
representan la secuencia se apilan uno encima de otro para cada posición. La altura de cada letra es 
proporcional a su frecuencia; las letras están ordenadas de modo tal que las más representadas están 
en la parte superior y las menos representadas en la parte inferior (Schneider y Stephens, 1990); 
Modificado de La Cour et al, 2003). 
 

 

  Estudios estructurales (la Cour y col., 2004) y termodinámicos (Engelsma y col., 2004; 

Kutay y Guttinger, 2005) de las NESs han permitido definir algunas propiedades adicionales 

que las caracterizan. La NES reside en una superficie expuesta, usualmente una α-hélice 

ubicada dentro de una región altamente flexible de la proteína. Las estructuras secundarias 

predichas de las NESs caracterizadas hasta el momento sugieren que aproximadamente el 

70% de las NESs adoptarían una estructura de α-hélice en la parte N-terminal de la señal. La 

NES se encontraría cercana a una transición (por ejemplo un loop) con un segundo elemento 

estructural que en la mayoría de los casos es una segunda α-hélice (la Cour y col., 2004). 

Asimismo, los residuos hidrofóbicos que definen las NESs protruyen tres de ellos hacia un 
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mismo lado de la hélice, mientras que el cuarto residuo mira hacia el lado opuesto de la hélice 

(Rittinger y col., 1999).  

Por otro lado, estudios termodinámicos indican que, al igual que en el caso de las NLSs, la 

tasa de exportación de la proteína cargo que contiene una NES depende, no sólo de su 

capacidad para formar el complejo de exportación, sino también de la facilidad con la que 

dicho complejo se disocia en el citoplasma (Engelsma y col., 2004; Kutay y Guttinger, 2005).  

Por lo tanto, puede ocurrir que secuencias NES tengan escasa actividad debido a una 

interacción demasiado débil con CRM1, dificultándose la formación del complejo o 

alternativamente, a una interacción demasiado fuerte con CRM1 que impediría la disociación 

del complejo CRM1-Cargo-RanGTP-RanBP3 en el citoplasma (Engelsma y col., 2004; Kutay 

y Guttinger, 2005). En consecuencia, las NESs han evolucionado para tener una afinidad por 

CRM1 relativamente baja, de modo que el complejo de exportación pueda desensamblarse 

eficientemente. 

 

 

5- Direccionalidad del transporte de proteínas y RanGTP 

Ran, un miembro de la familia de las GTPasas pequeñas, es un componente esencial para la 

importación y exportación nuclear a través del CPN (Gorlich y Mattaj, 1996; Nigg, 1997). 

Ran existe en 2 conformaciones según esté unido al nucleótido trifosfato o al nucleótido 

bifosfato: RanGTP o RanGDP. Ambas formas exhiben una distribución asimétrica a cada 

lado de la envoltura nuclear, con altos niveles en el núcleo de RanGTP (y bajos en el 

citoplasma) (Tachibana y col., 1994) y altos niveles en el citoplasma de RanGDP (y bajos en 

el núcleo) (Izaurralde y col., 1997). La preponderancia de RanGTP en el núcleo y no en el 

citoplasma se debe a la distribución asimétrica de los reguladores de la hidrólisis del GTP y 

de los intercambiadores de GDP por GTP (ver más abajo) (Figura 14). 

 

5.1- El ciclo de RanGTP  

El ciclo de Ran está regulado por la distribución núcleo-citoplasmática de varias proteínas 

regulatorias que interaccionan con ella o modulan su actividad (Fig. 14). Una de estas 

proteínas es un intercambiador de GDP por GTP (RanGEF) llamada RCC1, la cual es 

exclusivamente nuclear y está asociada a la cromatina (Nemergut y col., 2001; Seki y col., 

1996). RCC1 facilita la disociación del GDP de Ran y permite la unión del GTP,  

ocasionando un aumento de los niveles de RanGTP en el núcleo. Por otra parte, una serie de 

proteínas regulatorias que están enriquecidas en el citoplasma, promueven la hidrólisis de 

RanGTP generando un aumento de RanGDP en el citoplasma. Una de estas proteínas 

citoplasmáticas, RanGAP (Ran GTPase-Activating Protein), potencia la actividad GTPasa 
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intrínseca de Ran, acelerando la conversión de RanGTP a RanGDP (Bischoff y col., 1994). 

Dos proteínas accesorias, RanBP1 y RanBP2 estimulan la actividad de RanGAP 

interaccionando previamente con RanGTP (Melchior y Gerace, 1998). RanBP1 es 

exclusivamente citoplasmática y RanBP2 se localiza en la cara citoplasmática del CPN, 

asociada a los filamentos citoplasmáticos del poro (Izaurralde y col., 1997; Yokoyama y col., 

1995). Además, RanGAP1 sumoilada se asocia a RanBP2, aumentando su concentración en la 

periferia citoplasmática del CPN (Mahajan y col., 1997). De esta manera, debido a la 

localización asimétrica de las proteínas mencionadas, la conversión de RanGDP a RanGTP 

ocurre exclusivamente en el núcleo, mientras que la hidrólisis del GTP para dar lugar a 

RanGDP ocurre en el citoplasma. 

Figura 14. La abundancia relativa de RanGTP y RanGDP en cada uno de los 
compartimentos está determinada por una distribución asimétrica de proteínas regulatorias. 
Rcc1 (RanGEF) unido a la cromatina disocia el GDP de Ran, permitiendo la unión del GTP. Una 
vez que RanGTP es translocado al citoplasma junto con el cargo y los demás componentes del 
complejo,  RanBP1 y RanBP2 cooperan con RanGAP (Ran GTPase activating protein) para inducir 
la hidrólisis del GTP para dar RanGDP. Esto resulta en bajos niveles de RanGTP en el citoplasma. 
 

Núcleo 

Citoplasma 

 

5.2- Interpretación del gradiente de Ran 

La interacción de RanGTP con las karioferinas afecta su unión al cargo de manera tal de 

imponer direccionalidad al transporte a través del CPN. Las importinas unen la proteína cargo 

en el citoplasma, como se detalló anteriormente, y la conducen a través del CPN. Cuando el 
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complejo llega al núcleo, se encuentra con RanGTP el cual se une a la importina induciendo 

la liberación del cargo. El complejo importina-RanGTP es exportado del núcleo y, una vez en 

el citoplasma, RanGAP junto a RanBP1 y RanBP2 contribuyen a que RanGTP se hidrolice 

liberando la importina.  

  El ciclo de exportación está regulado de manera similar; la diferencia en este caso radica en 

que RanGTP promueve la unión de la exportina al cargo en lugar de la liberación del cargo 

como se mencionó mas arriba para el caso de las importinas. Una vez que el complejo cargo-

exportina-RanGTP atraviesa el CPN y llega al citoplasma, se produce la hidrólisis de 

RanGTP, induciendo su liberación del complejo. La liberación de Ran reduce la afinidad de la 

exportina por el cargo resultando en la liberación del cargo, en el citoplasma y permitiendo 

que la exportina vacía sea re-importada al núcleo.   

  De esta manera, las importinas y exportinas actuarían como sensores de RanGTP (Kuersten 

y col., 2001) regulando la disociación o asociación al cargo.  

 

 

6- La unión de las Karioferinas a sus proteínas cargo 

  Un paso crucial tanto en el mecanismo de importación como en el mecanismo de 

exportación está dado por la capacidad de la karioferina de unirse y disociarse del cargo en el 

compartimento adecuado.  Tanto el ensamblaje como el desensamblaje de los complejos de 

transporte dependen de que la importina-α, en el caso de la importación, o CRM1, en el caso 

de la exportación, adopten dos conformaciones alternativas que habiliten o desfavorezcan su 

interacción con Ran. Estas propiedades de las karioferinas de adoptar dos conformaciones 

alternativas que condicionan su interacción con el cargo son abordadas en mayor detalle a 

continuación.  

 

 

6.1- Importina-α 

6.1.1- Reconocimiento y unión a la cNLS  

Las bases estructurales del reconocimiento de una cNLS por parte de la importina-α  se han 

definido por cristalografía de rayos X (Conti y Kuriyan, 2000; Conti y col., 1998; Fontes y 

col., 2003; Fontes y col., 2000). Estos estudios revelaron que la importina-α  se compone de: 

i) Un gran dominio curvilíneo, ARM, constituido por diez motivos de armadillo, cada uno de 

ellos formados por tres α-hélices (Figura 15 A) ii) y un dominio N-terminal flexible 

(IBB) necesario para la unión a importina-β (Gorlich y col., 1995) y la disociación del cargo 

(Fanara y col., 2000; Harreman y col., 2003; Kobe, 1999). Las repeticiones de armadillo 

generan una suave curvatura en el dominio ARM formando una cara cóncava donde se 
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encuentran dos bolsillos o sitios de unión a las cNLS (Conti y col., 1998; Kobe, 1999). El 

bolsillo principal, ubicado cerca de la región N-terminal del dominio ARM, une secuencias 

cNLSs monopartitas y, en caso de las cNLSs bipartitas, sólo une la porción básica más grande 

(la C-terminal). El segundo bolsillo se encuentra hacia la región C-terminal del dominio ARM 

y une el fragmento más pequeño de residuos básicos de las cNLSs bipartitas. Las cNLSs 

unidas a estos dos bolsillos adoptan una conformación extendida con sus cadenas principales 

orientadas de manera antiparalela al sentido de las cadenas de la importina-α.  

 El dominio IBB o autoihibitorio N-terminal contiene la secuencia de aminoácidos KRR que 

simula una cNLS. Debido a su alta flexibilidad, esta región puede extenderse hasta los 

bolsillos de unión a las NLSs, generando competencia con el cargo por sus propios sitios de 

unión (Conti y col., 1998; Kobe, 1999).  

 

 

6.1.2- Regulación de la interacción entre la importina-α y la cNLS 

  La disociación del complejo trimérico de importación, formado por la importina-α, la 

importina-β y el cargo, es crítica para el adecuado transporte de proteínas al núcleo. RanGTP 

induce la disociación de la importina-β del resto de los componentes del complejo (Lee y col., 

2005). La separación de la importina-β conduce a la liberación del dominio N-terminal de la 

importina-α y este dominio inhibitorio, una vez liberado, compite por la unión con la NLS de 

la proteína cargo (Harreman y col., 2003). En forma paralela, la disociación del complejo 

trimérico inducida por RanGTP desencadena un profundo cambio conformacional en la 

importina-α, haciendo que ésta pase de una conformación abierta ávida por la cNLSs a una 

conformación cerrada y estable que no permite la interacción con el cargo. Esto es posible, no 

sólo debido a la existencia del gradiente de Ran, sino también por la gran flexibilidad 

estructural de las karioferinas (Fig. 15B). 
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Figura 15. Importina-α. A) Estructura del dominio ARM de la importina-α; se indican los dos 
bolsillos de unión a las NLSs. B) Regulación de la unión de la importina-α a la cNLS: En el 
citoplasma, la importina-β interacciona con el dominio autoinhibitorio de la importina-α, 
permitiendo que la cNLS se una al dominio ARM con alta afinidad. Una vez en el núcleo, RanGTP 
se une a la importina-β, provocando un cambio conformacional que deja libre el dominio 
autoinhibitorio. Este dominio compite con la cNLS por el sitio de unión en la importina-α 
desplazando al cargo del complejo. Esta competencia contribuye a la baja afinidad de las cNLSs 
por la importina-α en el compartimento nuclear, lo cual es esencial para la liberación del cargo en 
el núcleo. 

A 

B 

 

6.1.3- Regulación de la interacción de la  importina-β con la importina-α 

 Como se mencionó mas arriba, RanGTP provoca la disociación en el núcleo de la importina-

β del resto del complejo de importación. La importina-β, además de tener dominios de unión 

al cargo y a RanGTP en la cara interna del solenoide, posee un horquilla o loop ácido 

separando dichos dominios. Este loop ácido participa en la disociación inducida por RanGTP 

de la interacción entre la importina-α y la importina-β (Chook y col., 2002). Cuando RanGTP 

se une al arco N-terminal de la importina-β, el loop ácido, cambia su conformación y desplaza 

a la importina-α de su sitio de unión en la región C-terminal (Figura 10 - 17). 

 

6.2- CRM1 

6.2.1- Reconocimiento y unión a la NES 
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El estudio de la estructura de CRM1 posibilitó una comprensión mucho más detallada del 

proceso de exportación nuclear de proteínas (Petosa y col., 2004). CRM1, al igual que la 

importina-β, incluye 19 repeticiones HEAT que generan una súper hélice cerrada en forma de 

anillo, donde la primera repetición HEAT se encontraría en la vecindad de las últimas 

repeticiones. Las repeticiones HEAT establecen cuatro bases estructurales importantes para la 

formación del complejo de exportación (Figura 16): i) El sitio de unión a RanGTP (dentro de 

las tres primeras repeticiones HEAT). ii) El sitio de reconocimiento y unión de la NES (entre 

las repeticiones diez y once). iii) Un loop ácido llamativamente largo involucrado en la 

regulación de la unión a Ran y a la NES (entre las hélices A y B del HEAT 8). iv)  El sitio de 

unión a RanBP3 (en el HEAT 9). 

  En CRM1 se han identificado al menos dos residuos críticos para la interacción directa con 

la NES (L525 y F572) que están localizados en la hélice A de las repeticiones 10 y 11 y un 

tercer residuo, Lys568, que permitiría, gracias a su flexibilidad, que las NES se acomoden 

dentro de CRM1 a pesar de su espaciamiento variable (Petosa y col., 2004). 

Figura 16. Esquema de la estructura de CRM1 y de sus sitios de unión a diferentes proteínas 
del complejo de exportación. CRM1 incluye 19 repeticiones HEAT que conforman una súper 
hélice cerrada. Esta conformación sería responsable de la baja afinidad de RanGTP por CRM1 
debido a la inaccesibilidad de su sitio de unión. La unión del cargo se ve imposibilitada en ausencia 
de RanGTP debido a la presencia del loop ácido en el HEAT 8. La unión de RanBP3 estabiliza la 
unión de CRM1 a la NES del cargo y a RanGTP. 

  

  Sin embrago, es sabido que las NESs tienen afinidad muy baja o nula por CRM1 en ausencia 

de RanGTP; esto se debe a que en dichas condiciones, el loop ácido enmascara el sitio de 

unión a las NES. Asimismo, el loop ácido es capaz de unirse a los residuos básicos de 

RanGTP presentes en la región N-terminal. La unión de RanGTP a CRM1 genera un cambio 
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conformacional en el loop ácido, el cual deja libre el sitio de interacción con las NESs. No 

obstante, cabe destacarse que la unión entre RanGTP y CRM1 no se estabiliza hasta que 

RanBP3 interacciona con el HEAT 9, consolidando a CRM1 en una conformación favorable 

para la interacción simultánea con RanGTP y la NES.  Este modelo cooperativo para la unión 

de CRM1 a los demás componentes del complejo de exportación guarda similitudes con el 

proceso de disociación de la interacción importina-β-cargo mediada por RanGTP (Figura 17).  

Tanto en el caso de importina-β, como en el de CRM1, el loop ácido adopta dos 

conformaciones alternativas según esté o no esté unido a RanGTP. En este sentido, las 

consecuencias que tiene el cambio conformacional del loop en ambos receptores son 

opuestas. En el caso de CRM1, la unión a RanGTP tiene efecto cooperativo, 

desenmascarando los residuos que deben interaccionar con la NES. En cambio, en el caso de 

la importina-β, la transición conformacional inducida por RanGTP, es excluyente ya que 

provoca que el loop desplace al cargo, favoreciendo de este modo la disociación del complejo.  

 

Figura 17. Comparación del modelo excluyente (Importina-β) y cooperativo (CRM1) de 
transición conformacional de las karioferinas. La unión de RanGTP a la porción N-terminal de 
la karioferina provoca un cambio conformacional en el loop ácido que promueve la liberación 
(importina-β)  o la  unión (CRM1) del cargo. 
 

Importin-β CRM1 

Cooperativo Excluyente 
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6.2.2- Regulación de la interacción entre CRM1 y la NES 

  El paso limitante del mecanismo de exportación es la formación del complejo de 

exportación. Esto se debe a la baja afinidad de CRM1 por las NES, aún en presencia de 

RanGTP (Kehlenbach y col., 2001). RanBP3 contribuye al transporte mediado por CRM1, 

promoviendo la formación del complejo a través de dos mecanismos independientes: Primero, 

RanBP3 vincula a CRM1 con RCC1 (RanGEF), el cual media el intercambio de GDP por 

GTP en el  núcleo. Segundo, la unión de RanBP3 a CRM1 incrementa su afinidad por la NES.   

  Otro paso crítico en el ciclo de exportación es la disociación del complejo CRM1-

NEScargo-RanGTP-RanBP3. Si bien esta disociación depende de la hidrólisis del GTP de 

Ran, también estarían involucradas al menos tres proteínas adicionales. El mecanismo es aún 

controversial, existiendo al menos dos modelos que explicarían el proceso de disociación: i) 

La hidrólisis de RanGTP a RanGDP por la acción de RanGAP y RanBP1 lleva directamente 

al desensamblaje del complejo de exportación y a la liberación del cargo en el citoplasma. ii) 

El complejo de exportación se asocia a Nup214-Nup88 (las cuales se encuentran en la cara 

citoplasmática del poro, al igual que RanBP2). La interacción estaría mediada por un sitio de 

unión directo de CRM1 a Nup214. La flexibilidad de los filamentos de RanBP2 hace que 

RanGAP asociada a RanBP2 inicie la hidrólisis del GTP unido a Ran. El cargo conteniendo la 

NES es liberado en el citoplasma y CRM1 interacciona de manera directa con RanBP2 

facilitando su reingreso al núcleo. 

 

6.2.3- Efectos inhibitorios de la Leptomicina B (LMB) sobre CRM1 

LMB fue descubierta originalmente mediante una búsqueda de antimicóticos y antibióticos en 

Streptomyces, encontrandose que esta droga funcionaba como inhibidor específico de CRM1 

(Yashiroda y Yoshida, 2003). LMB es un ácido graso insaturado (figura 18) que se une 

convalentemente a CRM1 a través de una cisteína que se encuentra en el dominio de 

reconocimiento de la NES, produciendo la inhibición específica de la unión de la NES por 

impedimento estérico. Por lo tanto, la acumulación nuclear de una proteína después del 

tratamiento con LMB es considerada una fuerte evidencia de que la proteína se exporta del 

núcleo de manera dependiente de CRM1. LMB es una droga potente ya que concentraciones 

nanomolares son suficientes para producir la acumulación nuclear de muchas proteínas 

después de cortos tiempos de exposición. Durante exposiciones prolongadas a la droga  

pueden observarse efectos colaterales que incluyen inducción de la apoptosis y arresto del 

ciclo celular, posiblemente debido a la acumulación nuclear de proteínas proapoptóticas o 

reguladores negativos del ciclo celular (Hutten y Kehlenbach, 2007).  

 

40 



Introducción 
 
 

 

Figura 18: Estructura de la Leptomicina B (LMB): La LMB es un ácido graso insaturado con 
un anillo terminal de lactona. La molécula se une a una cisteína de CRM1 que se encuentra en la 
proximidad de los aminoácidos que participan de la unión a la NES, interfiriendo, por impedimento 
estérico, con el acceso a la NES. 
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OBJETIVOS 

 

El objetivo general de esta tesis es investigar los mecanismos que controlan la localización 

subcelular de Sima y el rol de esta regulación en la respuesta transcripcional a hipoxia.  

 

 

Objetivos Específicos 

1- Analizar la regulación de la localización subcelular de Sima 

1.1- Identificar la exportina responsable de la exportación de Sima y las NESs 

funcionales en la secuencia de la proteína. 

1.2- Determinar la importancia de la heterodimerización en la regulación de la 

exportación de Sima. 

 

2- Determinar la importancia de la localización subcelular de Sima en la regulación de la 

respuesta a hipoxia. 

 

3- Determinar la posible existencia de mecanismos de exportación similares en otras proteínas 

bHLH-PAS 
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RESULTADOS 

 

I- REGULACIÓN DE LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE SIMA 

 

1- Sima se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma 

   La localización subcelular de una proteína es crucial para su función. Mientras que  algunas 

proteínas se localizan permanentemente en el núcleo o en el citoplasma, otras son 

permanentemente importadas y exportadas del núcleo debido a la presencia de señales de 

localización o de exportación nuclear. Se ha descripto previamente que la localización de 

Sima en embriones (Lavista-Llanos y col., 2002), al igual que la de HIF (Kallio y col., 1998), 

está regulada por los niveles de oxígeno. HIFα/Sima se localiza en el núcleo en hipoxia y en 

el citoplasma en normoxia. Inicialmente, se postuló que HIF tendría regulada su entrada al 

núcleo (Kallio y col., 1998), pero sin embargo, esto fue propuesto antes de que se observara 

que el movimiento continuo entre el núcleo y el citoplasma (shuttling) es utilizado por una 

amplia variedad de proteínas (Ayers y col., 2007; Campana y col., 2003; Ikuta y col., 2000; 

Kallstrom y col., 2005; Liu y col., 2004; O'Keefe y col., 2003; Oberkovitz y col., 2007; 

Perander y col., 2001; Wang y col., 2006; Xiao y col., 2001; Yagisawa, 2006; Zhao y col., 

2004). 

 Con el objeto de analizar el mecanismo dependiente de oxígeno que media la regulación de la 

localización subcelular de Sima, nos propusimos inicialmente responder si Sima se localiza 

permanentemente en el citoplasma en normoxia o si por el contrario, se mueve activamente 

entre ambos compartimentos con una velocidad de exportación superior a la de importación. 

Una posibilidad para diferenciar estas dos situaciones es alterar o bloquear la posible 

exportación de la proteína. Esto provocaría un cambio en el equilibrio de la localización 

subcelular de Sima, sólo en el caso de que la proteína oscile de forma continua entre ambos 

compartimentos. ¿De qué manera podemos inhibir la posible exportación de Sima? El 

principal exportador de proteínas de las células eucariotas es la exportina CRM1. Como se 

discutió detalladamente en la introducción, esta exportina interacciona con la proteína cargo 

formando, junto a otras proteínas, un complejo de exportación ternario que atraviesa el poro 

nuclear. La Leptomicina B (LMB) impide la formación de este complejo ternario, inhibiendo 

la exportación dependiente de CRM1 de la proteína cargo. Con el uso de esta droga no sólo se 

puede responder la pregunta que nos hemos planteado, sino también determinar, en el caso de 

que efectivamente la proteína se exporte, si CRM1 es la exportina responsable de la 

exportación nuclear de Sima.  
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  Para llevar a cabo estos experimentos, utilizamos un sistema de células en cultivo 

transfectadas con plásmidos que median la expresión inducible de Sima por agregado de 

cobre (pMT - promotor de metaloteoneina), permitiendo regular temporalmente los niveles de 

expresión de la proteína. Sima fue fusionada a EGFP en su extremo amino terminal con el fin 

de poder visualizar su localización subcelular de manera dinámica. Las células S2 

transfectadas fueron expuestas a distintas concentraciones de oxígeno (21, 3 y 1%) y se 

monitoreó la localización subcelular de las construcciones.   

Como se observa en la figura 19, EGFP-Sima se localizó preferentemente en el citoplasma en 

normoxia (21% O2), mientras que a 3% o 1% de oxígeno, se observó acumulación de la 

proteína en el compartimento nuclear. Analizamos además el efecto de la Desferroxiamina 

(DFO), un agente quelante de hierro que simula la hipoxia, observándose efectos similares a 

los descriptos tras exponer las células a hipoxia (no se muestra).  Este comportamiento 

coincide con resultados previos del laboratorio obtenidos en embriones transgénicos (Dekanty 

y col., 2005; Lavista-Llanos y col., 2002), indicando que el sistema de células S2 es adecuado 

para el análisis de la localización subcelular de Sima. 

  A continuación, estudiamos si la localización subcelular de Sima se altera tras el agregado 

de LMB. Para ello transfectamos EGFP-Sima en las células S2 y luego de inducir la expresión 

de la quimera durante seis horas con cobre, analizamos su localización subcelular en ausencia 

o en presencia de la droga. Como se muestra en la figura 19, el agregado de LMB provocó un 

cambio en la localización de EGFP-Sima, la cual en el control fue mayoritariamente 

citoplasmática y tras el agregado de LMB se tornó preponderantemente nuclear.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 19: La localización subcelular de Sima es sensible a Leptomicina B (LMB). La proteína de 
fusión EGFP-Sima se transfectó en células S2 y se analizó la localización subcelular por microscopía 
de fluorescencia en normoxia (21% O2),  en hipoxia (3% O2) o en normoxia 2 horas después del 
agregado de LMB (barra de escala: 10μm).   
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  La localización subcelular, tanto de Sima en las células S2, como de HIF1α de mamíferos en 

varias líneas celulares (Kallio y col., 1998), no se regula de manera “a todo o nada”, sino que 

presenta una distribución gradual. Por dicho motivo, decidimos cuantificar los resultados 

obtenidos, para lo cual definimos tres categorías de células según la localización subcelular de 

Sima: “Citoplásmica”, “nuclear” y “ubicua” (Figura 20A) (Romero y col., 2008).  

  Como se muestra en la figura 20B, la proporción de células con localización “nuclear” de 

EGFP-Sima se triplica en hipoxia (1%O2) con respecto a normoxia (21%). Tanto LMB como 

DFO agregados a células mantenidas en normoxia provocan efectos similares a los 

observados tras la exposición de las células a hipoxia (Fig. 20B).  Estas diferencias resultaron 

ser significativas según el test de Chi cuadrado, utilizando un N mayor a 300 para cada 

condición.  

 

Figura 20: La localización subcelular de Sima en células S2 es sensible a Leptomicina B (LMB). 
A) Se definieron tres categorías de células, según la localización de EGFP-Sima: “citoplasmática”, 
“ubicua” y “nuclear”. B) La localización subcelular fue analizada por microscopia de fluorescencia 
en normoxia (21% O2),  en hipoxia (1% O2) o en normoxia luego del agregado de DFO durante 6 
horas o de LMB durante 2 horas.  Se analizaron al menos 300 células para cada condición. 

 

Estos resultados nos permiten inferir que Sima se mueve continuamente entre el núcleo y el 

citoplasma y que la exportación nuclear depende al menos en parte de CRM1. 

 

 

2- La región N-terminal de Sima es necesaria para su localización citoplasmática. 

  Con el fin de identificar qué regiones de la proteína son necesarias para que Sima sea 

exportada al citoplasma, dividimos a la proteína en dos porciones: una amino-terminal 

(aminoácidos 1 a 422) y otra carboxilo-terminal (aminoácidos 692 a 1505), las cuales fueron 

fusionadas a EGFP dando lugar a dos construcciones EGFP-SimaN y EGFP-SimaC. Estas 

construcciones fueron transfectadas en células S2 y luego de veinte horas de expresión, se 
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analizó la localización subcelular de la quimera en presencia o ausencia de LMB. Como se 

muestra en la figura 21A, EGFP-SimaN se localizó en el citoplasma y resultó insensible a 

LMB; esto se debe a que en esta región, no está incluida la Señal de localización Nuclear 

(NLS), la cual mapea entre los aminoácidos 1210 y 1229 de Sima (descripta posteriormente 

por M. Irisarri; Tesis doctoral, 2007 y (Romero y col., 2008)). Por otro lado, EGFP-SimaC 

(fig. 21B) presentó un patrón de localización exclusivamente nuclear y también fue insensible 

a LMB. Este resultado pone de manifiesto que en la región N-terminal de la proteína, hay una 

o más Señales de Exportación Nuclear (NESs) u otros elementos relevantes para la 

exportación.  

Figura 21: La localización citoplasmática de Sima depende de su porción N-terminal. EGFP-
SimaN se encuentra localizada en el citoplasma y es insensible a LMB. EGFP-SimaC se localiza 
constitutivamente en el núcleo, sugiriendo la presencia de NESs en la porción N-terminal de la 
proteína.  

 

 

3- Sima contiene dos motivos de unión a CRM1 en su región N-terminal. 

 Dado que la remoción de la región N-terminal de Sima provoca su acumulación en el núcleo 

(Fig. 21), analizamos la presencia de posibles NESs en esta región utilizando el programa 

NES Finder 2.0 (http://research.nki.nl/fornerodlab/NES-Finder.htm), el cual detecta el 

consenso [FILMV]-X(2-3)-[FILMV]-X(2−3)-[FIL]-X [not:FILMVW]-[FILMV]. Este 

análisis reveló que en la secuencia primaria de Sima existen cuatro motivos ricos en leucinas  

que podrían corresponder a NES funcionales (NES1-4 en la Fig. 22A). La NES1 y la NES2 

mapean en la miad N-terminal entre los aminoácidos 92-101 y 115-124 y la NES3 y la NES4 

se hallan en la mitad C-terminal entre los residuos 1011-1020 y 1131-1140 respectivamente. 

Estas presuntas NESs contienen respectivamente los siguientes espaciamientos entre residuos 

hidrofóbicos: NES1: 2-3-1; NES2: 3-2-1; NES3: 2-3-1 y NES4: 3-2-1.  Notablemente, la 
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NES1 y la NES2 están conservadas evolutivamente en proteínas HIF-1α  de distintos grupos 

filogenéticos (Fig. 22B), sugiriendo que podrían ser relevantes para la función de estas 

proteínas.  

 

B 

A 

Figura 22: Sima contiene dos Señales de Exportación Nuclear evolutivamente conservadas en 
su dominio bHLH. (A) Representación esquemática de Sima. Se muestran los dominios bHLH 
(basic-Helix-Loop-Helix), PAS, y ODDD  (Oxygen Dependent Degradation Domains). Se indican 
las posiciones y secuencias de las cuatro Señales de Exportación Nuclear predichas (NES1-4). (B) 
Alineamiento de secuencias de los dominios bHLH de proteínas HIF-1α provenientes de diferentes 
organismos, desde Drosophila hasta humanos. Las secuencias consenso de la NES1 y la NES2 
están marcadas en negro y otros residuos conservados dentro del dominio bHLH se muestran en 
gris. 

 
4- La estructura secundaria predicha del dominio bHLH de Sima, donde se encuentran las 

presuntas NESs, cumple con los requerimientos necesarios para la interacción con CMR1. 

  Una de las preguntas aún sin una clara respuesta es cuáles son los requisitos que debe reunir 

una secuencia para ser reconocida por CRM1 y funcionar como NES. Si bien se han tratado 

de definir estos requisitos y de definir un consenso para las NESs, la mayoría de las NESs 

descriptas no respetan este consenso de manera estricta (la Cour y col., 2004). Por este 

motivo, el análisis o predicción de las características estructurales de la región que contiene la 
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presunta NES puede resultar de ayuda para predecir su funcionalidad. Como explicamos en la 

introducción, una NES reside en una superficie expuesta de la proteína, usualmente una α-

hélice, inmersa dentro de una región altamente flexible (la Cour y col., 2004), donde tres de 

los cuatro residuos hidrofóbicos que definen la NES protruyen hacia un mismo lado de la 

hélice y el cuarto residuo mira hacia el lado opuesto (Rittinger y col., 1999).  

Basándonos en estas premisas y usando como templado estructuras de proteínas bHLH que 

han sido resueltas, decidimos modelar la estructura de la región de Sima que contiene la 

NES1 y la NES2. Como hemos detallado mas arriba, las dos NESs putativas se encuentran 

dentro del dominio bHLH, el cual incluye dos α-hélices separadas por un lazo (loop). 

Utilizando los programas PredictProtein, Jpred y PSIPRED, pudimos inferir que tanto la 

NES1 como la NES2 se ubicarían respectivamente, dentro de la primera y de la segunda 

hélice del dominio bHLH de Sima (Fig. 22). A continuación, para intentar predecir cuál sería 

la posición relativa de los cuatro aminoácidos hidrofóbicos en la NES1 y la NES2, 

modelamos la estructura del dominio bHLH de Sima utilizando los datos de estructuras 

cristalográficas de otras proteínas bHLH tales como PHO4 (PDB:1A0A) y MyoD 

(PDB:1MDY), como así también utilizamos un modelado previamente realizado del dominio 

bHLH de HIF1-α (Michel y col., 2000). En la figura 23 se observa el modelado del dominio 

bHLH de Sima, donde observamos que ambas NESs presentarían una disposición espacial de 

sus aminoácidos hidrofóbicos idéntica a la otras NESs descriptas anteriormente, donde el 

cuarto residuo hidrofóbico estaría orientado de manera opuesta con respecto a los otros 3 

residuos hidrofóbicos dentro de cada una de las α-hélices (Fig. 23).  Asimismo, ajustándose a 

lo descripto previamente para otras NES, cada una de las dos NESs del dominio bHLH de 

Sima se encontraría ubicada justo en la transición de las dos α-hélices. Estos datos predictivos 

sugieren que la NES1 y la NES2 podrían representar verdaderas señales de exportación 

nuclear que interaccionarían con CRM1. 
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Figura 23: Modelo de la estructura del dominio bHLH de Sima. Los aminoácidos que definen 
la secuencia consenso de unión de CRM1 están marcados en color, amarillo para la NES1 y 
rosado para la NES2. Tanto en la NES1 como en la NES2, los tres primeros aminoácidos 
hidrofóbicos mirarían hacia un lado de la hélice, mientras que el cuarto residuo miraría hacia el 
lado opuesto.  
 

 

 

5- Los motivos NESs del dominio bHLH de Sima son necesarios para su localización 

citoplasmática. 

 Para determinar si las putativas NESs encontradas en el dominio bHLH de Sima son 

necesarias para la localización citoplasmática de la proteína, se realizó una microdeleción de 

47aa que incluye a ambas posibles NESs. La proteína conteniendo esta deleción (SimaΔHLH) 

fue fusionada a EGFP en su extremo N-terminal (EGFP-SimaΔHLH) y la construcción fue 

luego transfectada en células S2. Se analizó la localización subcelular en presencia o en 

ausencia de LMB, determinándose la significancia de los resultados mediante el test de Chi 

cuadrado. EGFP-SimaΔHLH presentó una localización claramente más nuclear que la de 

EGFP-Sima (Fig. 24) y notablemente, la sensibilidad a LMB exhibida por la construcción 

EGFP-Sima (se torna mas nuclear) desapareció en la quimera EGFP-SimaΔHLH (Fig. 24B). 

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que dentro del motivo HLH de Sima existen 

NES que median la exportación nuclear de la proteína de manera dependiente de CRM1. 
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Figura 24: El dominio bHLH le confiere a Sima sensibilidad a LMB. Se transfectó de manera 
estable la proteína de fusión EGFP-SimaΔHLH en células S2 y se analizó su localización 
subcelular en normoxia (21% O2) en ausencia o presencia de LMB. A) Microscopia de 
fluorescencia. B) Cuantificación de las células según la localización subcelular de las fusiones a 
EGFP, clasificadas en tres categorías: “Citoplasmática”, “Ubicua” y “Nuclear”. La deleción del 
dominio bHLH en la quimera SimaΔHLH provoca un aumento en la localización nuclear de la 
preteína comparada con Sima salva, además de la perdida de sensibilidad a LMB. 

A 

B 

 

Los experimentos descriptos hasta aquí fueron realizaron en células S2. Si bien este sistema 

celular constituye una herramienta útil en estudios de biología celular y molecular, las células 

S2  presentan algunas desventajas, tales como su inestabilidad genética que puede dar lugar a 

resultados artefactuales. Por este motivo, era importante  determinar si la alteración de la 

localización subcelular de SimaΔHLH se reproducía in vivo, en un modelo de embriones 

transgénicos. 

   Previamente, utilizando el sistema Gal4/UAS en embriones de Drosophila, se había 

determinado en el laboratorio que Sima se encuentra mayoritariamente en el citoplasma en 

normoxia y en el núcleo en hipoxia (Fig. 25A) (Lavista-Llanos Tesis Doctoral 2004) 
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(Dekanty y col., 2005; Lavista-Llanos y col., 2002). En esos experimentos se utilizó el 

promotor del gen engrailed (en) para dirigir la expresión de Sima en 14 bandas 

correspondientes a los dominios de expresión de engrailed entre los estadios embrionarios 11 

y 16 (Fig. 25B).  

Figura 25. Sistema UAS-Gal4 utilizando el promotor del gen engrailed. A) La proteína 
heteróloga gal4 expresada en el patrón de engrailed se une a la secuencia UAS, activando la 
transcripción del gen Sima. B) Patrón de expresión de la proteína Engrailed endógena. 

A 

B 

 

Al igual que en los experimentos llevados a cabo en células S2, se establecieron tres 

categorías de localización subcelular de Sima: citoplasmática (embriones en los que más del 

90% de las células de las bandas que expresan engrailed presentan a la proteína localizada en 

el citoplasma); nuclear (embriones con más del 90% de las células de las bandas de engrailed 

que exhiben la proteína en dicho compartimento) y ubicua (cuando el embrión no se 

encuentra dentro de ninguna de las otras dos categorías)(Dekanty y col., 2005). La 

localización subcelular de Sima fue analizada por inmunofluorescencia utilizando un 

anticuerpo que reconoce la porción amino-terminal de la proteína (Bacon y col., 1998) y se 

cuantificaron los resultados de manera independiente en cada uno de los estadios 

 51  



Resultados 
1-Regulación de la localización Subcelular de Sima   

 
 
embrionarios, a diferentes concentraciones de oxígeno (Dekanty y col., 2005). La figura 26A 

muestra grupos de células ectodérmicas de embriones representativos de cada categoría y los 

patrones de distribución de la localización subcelular de Sima en normoxia (21% O2) y en 

hipoxia (1% ; 3% ; 5% O2) se muestran en la figura 26B (Dekanty y col., 2005). 

Figura 26: Análisis cuantitativo de la localización Subcelular de Sima. (A) Experimentos de 
inmunofluorescencia mostrando la expresión simultánea de Sima y una variante de EGFP 
conteniendo una NLS en embriones transgénicos bajo el control del promotor de engrailed.  Se 
definieron tres categorías de localización: “citoplasmática”, “ubicua” y “nuclear”. (B) La 
localización de Sima en embriones fue progresivamente más nuclear conforme avanza la 
embriogénesis y gradualmente más nuclear a medida que disminuyen los niveles de oxígeno (Chi-
cuadrado (χ2); p<10-2; n>30).  Color blanco: localización citoplasmática; color gris: localización 
ubicua; color negro: localización nuclear.  

A B 

 

  Para analizar el comportamiento de SimaΔHLH in vivo, generamos líneas de moscas 

transgénicas que expresaran esta variante de Sima bajo el control del promotor UAS. Tras el 

cruzamiento con la línea inductora en-Gal4, SimaΔHLH fue claramente más nuclear que la 

proteína salvaje y esto pudo comprobarse a diferentes concentraciones de oxígeno (3%, 5% y 

21%) a lo largo de la embriogénesis (fig. 27). La significancia de los resultados fue analizada 

mediante el test de Chi cuadrado utilizando un N mayor que 30 para cada estadio embrionario 

y para cada concentración de oxígeno analizada. La distribución de SimaΔHLH a 3%, 5% y 

21% de oxígeno fue significativamente más nuclear que la de Sima en las mismas 

condiciones. Sin embargo, cuando ambas construcciones se sometieron a condiciones 

extremas de hipoxia (1% de O2), su localización subcelular fue semejante, localizándose 

ambas preponderantemente en el núcleo. Estos resultados, junto a los descriptos más arriba, 

sugieren que al menos una de las presuntas NES, localizadas en el dominio bHLH de Sima 
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contribuye a su localización citoplasmática en normoxia y que dicha localización depende de 

CRM1. 

Figura 27: El dominio bHLH de Sima contribuye a la localización citoplasmática de la proteína 
en normoxia. Análisis cuantitativo de la localización subcelular de Sima y SimaΔHLH en embriones 
transgénicos a diferentes concentraciones de oxígeno a lo largo de la embriogénesis. Color blanco: 
localización citoplasmática; color gris: localización ubicua; color negro: localización nuclear. La 
proporción de embriones con localización nuclear de Sima�HLH fue superior a la de Sima salvaje a 
diferentes concentraciones de oxígeno (21%, 5%, 3% O2) (p<10-2; n>30). A 1% de O2 tanto Sima 
como SimaΔHLH se localizan casi exclusivamente en el núcleo en todos los estadios embrionarios. 

 

6- Sima se exporta rápidamente  luego de la reoxigenación de los embriones  

  Una pregunta que nos hemos hecho en esta Tesis es en qué circunstancias la exportación 

nuclear de Sima cobraría mayor relevancia fisiológica y cuáles son los mecanismos que 

median esa exportación. En hipoxia, la proteína se encuentra localizada preponderantemente 

en el núcleo. Por lo tanto, es de esperar que cuando los niveles de oxígeno se restablecen 

(reoxigenación), Sima deberá ser rápidamente exportada al citoplasma hasta recuperar la 

situación de equilibrio en normoxia. Por lo tanto, un experimento de reoxigenación nos 

permitiría analizar el proceso de exportación en una circunstancia en la que la exportación se 

constituye como el principal mecanismo regulatorio. 

  Para estudiar la variación de la localización subcelular de Sima durante la reoxigenación, los 

embriones expresando Sima en el patrón de engrailed fueron sometidos a cuatro horas de 

hipoxia extrema (1% O2), posteriormente fueron transferidos a normoxia y fijados a 

diferentes tiempos luego de la reoxigenación (0, 5, 10 y 15 minutos). La localización 

subcelular de la proteína fue analizada por inmunofluorescencia, cuantificando los resultados 
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en categorías como se describió mas arriba. En la figura 28 se muestra de qué manera 

disminuye la proporción de embriones clasificados como “nucleares” luego de la 

reoxigenación, proporcionando una medida de la cinética de la exportación de Sima. 

Obsérvese que dicha cinética varía ligeramente a lo largo de la embriogénesis (test de Kaplan-

Meier con N>30). Esta cinética sigue una ecuación exponencial (y = 100 e –k(X-T lag)), donde 

Tlag es el tiempo que demora en iniciarse la exportación y T1/2 (T1/2=  t lag + ln 0,5/-k) es el 

tiempo necesario para que el 50% de Sima sea exportada al citoplasma. Notablemente, en el 

estadio 15 (St15) el T1/2 de la proteína salvaje es de aproximadamente 3 minutos (Fig. 28B). 

Este sistema es altamente sensible para estudiar el proceso de exportación nuclear de Sima, 

por lo que decidimos utilizarlo al lo largo de la Tesis para el análisis del comportamiento de 

distintas variantes de la proteína que hemos generado. 

 

Figura 28: Cinética de exportación de Sima. Sima es totalmente exportada en diez minutos 
después de la reoxigenación en todos los estadios embrionarios. (A) Los embriones expuestos a 
1% O2 durante cuatro horas fueron transferidos a normoxia y fijados a distintos tiempos después de 
la reoxigenación. Mediante inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Sima se terminó cómo varía 
la proporción de embriones de cada estadio clasificados como “nucleares”. Las diferentes curvas 
fueron comparadas mediante el test de Kaplan-Meier (p<10-4; n>30). (B) Modelado matemático de 
la cinética de exportación de Sima en el estadio embrionario 15 (St15). Se estimó un tiempo medio 
de exportación de 3 minutos. 

B 

A 
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7- El dominio bHLH es necesario para la exportación nuclear de Sima 

  Una vez establecido que el dominio bHLH es necesario para la normal regulación de la 

localización subcelular de Sima en condiciones de equilibrio, buscamos evidencias directas de 

que este dominio estuviese involucrado en el proceso de exportación nuclear.  Se utilizó el 

ensayo de reoxigenación descripto más arriba para comparar embriones que sobre-expresan 

SimaΔHLH con embriones que expresan la proteína salvaje. A 1% O2, tanto Sima como 

SimaΔHLH se localizaron exclusivamente en el núcleo (Fig. 27) pero luego de la 

reoxigenación, SimaΔHLH mostró una cinética de exportación notablemente más lenta que la 

de Sima salvaje en todos los estadios embrionarios estudiados. En la figura 29 se muestra la 

cinética de reoxigenación de embriones de estadio 15 la cual es representativa de lo que 

ocurre en otros estadios (no mostrado); el T1/2 de SimaΔHLH fue de 22 minutos, contrastando 

con los 3 minutos calculados para Sima salvaje. Estos resultados sugieren fuertemente que el 

motivo HLH de Sima es necesario para la  exportación nuclear de la proteína. 

Figura 29: La velocidad de exportación de SimaΔHLH se encuentra muy reducida. 
Embriones expuestos a 1% O2 durante cuatro horas fueron transferidos a normoxia y fijados a 
distintos tiempos después de la reoxigenación. Se muestran los datos de embriones de estadio 15, 
el cual es representativo de los resultados en todos los estadios. Las diferentes curvas fueron 
comparadas mediante el test de Kaplan-Meier (p<10-4; n>30). Se muestra el modelado matemático 
de la cinética de exportación de SimaΔHLH. El tiempo medio de exportación de SimaΔHLH fue 
calculado en 22 minutos, contrastando con los 3 minutos estimados para  Sima salvaje. 
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8- Identificación de las NESs funcionales de Sima 

8.1- Fusiones de las NES a EGFP y análisis de la localización subcelular en células S2 

  Para examinar si las NESs del dominio bHLH de Sima son potencialmente funcionales, 

evaluamos la capacidad del motivo HLH aislado de dirigir la exportación nuclear de un 

reportero EGFP. Fusionamos la porción HLH de Sima (aminoácidos 77-130) a EGFP (EGFP-

SimaHLH), transfectamos las construcciones en células S2 y estudiamos su localización 

subcelular por microscopía confocal (Carl Zeiss LSM5, Pascal). Utilizando el software LSM 

Image Browser, medimos la intensidad promedio de la fluorescencia correspondiente a EGFP 

en el núcleo y en el citoplasma, y calculamos la relación de intensidades de fluorescencia 

entre ambos compartimentos (“relación núcleo/citoplasma; N/C). Se cuantificó un número 

mínimo de 13 células en cada condición y se definió la significancia de los resultados 

mediante el test T de Student. 

  Inicialmente, determinamos la localización subcelular de EGFP; esta proteína difunde 

libremente entre el núcleo y el citoplasma debido a su pequeño tamaño, mostrando una 

relación N/C de 1.4 (Fig. 30A, 31). Como control positivo del experimento, utilizamos una 

variante de EGFP fusionada a la NES del inhibidor de la proteína kinasa A, la cual había sido 

descripta previamente (EGFP-NES) (Wen y col., 1995). De acuerdo a lo esperado, EGFP-

NES mostró una localización claramente más citoplasmática que EGFP sola, con una relación 

N/C de 0.6 (Fig. 30B, 31). A continuación, procedimos a analizar la localización subcelular 

de EGFP-SimaHLH; como muestra la figura 30C, esta fusión exhibió una distribución similar 

al control positivo EGFP-NES, con una relación N/C de 0.8 (Fig. 31), sugiriendo nuevamente 

que el dominio HLH de Sima incluye una NES funcional. Consistente con esto, tras el 

agregado de LMB, la localización tanto de EGFP-SimaHLH como la del control positivo 

EGFP-NES se tornó marcadamente más nuclear (relación N/C de 1.3 y 1.2 respectivamente) 

(Fig. 30B, C, 31). Estos resultados indican que el dominio bHLH de Sima contiene señales de 

exportación nuclear funcionales que pueden operar incluso encontrándose aisladas del entorno 

de la proteína completa.  

  Utilizando la misma estrategia, analizamos la capacidad de promover la exportación nuclear 

de 10 aminoácidos que incluyen a la NES1 (FMELSAALPL) y de 16 residuos que incluyen a 

la NES2 (MRITIAFLKIREMLQF).  Con estas secuencias generamos las quimeras EGFP-

NES1 y EGFP-NES2 y estudiamos su localización subcelular en células S2 en presencia o 

ausencia de LMB como fue detallado en el experimento anterior. La NES2 (N/C=0.6) pero no 

la NES1 (N/C=1.3) fue capaz de promover la exportación del reportero EGFP (Fig. 30D, E, 

31) y el tratamiento con LMB provocó un claro incremento de la localización nuclear de 

EGFP-NES2 con una relación N/C de 0.9, pero no afectó la localización de EGFP-NES1 

(N/C=1.3).  
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  Como mencionamos más arriba, existen evidencias que indican que la estructura secundaria 

de la NES es necesaria para que la proteína cargo pueda ser exportada al citoplasma. Bajo la 

presunción de que la secuencia utilizada en la fusión de la NES1 fuera demasiado corta para 

preservar la estructura secundaria, decidimos realizar una segunda fusión de la NES1 a EGFP 

tratando de abarcar parte del entorno de la NES1 presumiblemente suficiente para establecer 

una α-hélice. Predijimos la capacidad de una nueva quimera de formar una α-hélice en base a 

la probabilidad de que un determinado residuo aminoacídico se ubique en la posición de 

iniciación (N-cap) o de terminación (C-cap) de una α-hélice, teniendo en cuenta al menos tres 

residuos río arriba y tres residuos río abajo de los aminoácidos de los extremos de la hélice 

(Kruus y col., 2005). Esto,  sumado al hecho de que Sima posee una NLS predicha en la 

región básica del dominio bHLH río arriba de la presunta NES1 (lo cual podría complicar la 

interpretación de los resultados), nos llevó a seleccionar veinticinco aminoácidos 

(SRDAARCRRSKETEIFMELSAALPL, aa 77-101) para generar la fusión a EGFP (EGFP-

NES1-25aa). La primera arginina de esta secuencia cumpliría la función de N-cap y la última 

alanina la función de C-cap. EGFP-NES1-25aa, mostró el mismo comportamiento que la 

quimera anterior que contenía diez aminoácidos, observándose una localización ubicua tanto 

en ausencia como en presencia de LMB, con una relación N/C de 1.3 en ambos casos 

(resultados no mostrados).  

  Debido a que la exportación nuclear de SimaΔHLH se encuentra disminuida pero no 

bloqueada, sospechamos que la proteína podría ser exportada mediante alguna NES adicional 

o mecanismo alternativo.  Por lo tanto, decidimos analizar la funcionalidad de las otras dos 

NESs predichas en la secuencia primaria de Sima (NES3 y NES4), ambas ubicadas fuera del 

dominio bHLH. Fusionamos a EGFP dieciséis residuos que incluyen a la NES3 

(EFRTFQQLQQELQLQEEQ) o a la NES4 (QQQNIILNAVPLITIQNNKEL), generando las 

quimeras EGFP-NES3 y EGFP-NES4 para posteriormente examinar su localización 

subcelular y su sensibilidad a LMB en células S2. Como se muestra en la figura 30F; G, 

ninguna de las dos señales de exportación, NES3 o NES4, fue capaz de promover la 

exportación nuclear del reportero EGFP, observándose una relación N/C de 1.3 - 1.4 en 

ambos casos (Fig. 31). Ninguna de las dos quimeras fue sensible a LMB, indicando que, al 

menos estando aisladas de su entorno proteico, ni la NES3 ni la NES4 son funcionales.  
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Figura 30: La NES2 de Sima es capaz de promover la exportación nuclear del reportero 
EGFP. (A-H) Se transfectaron en células S2 diferentes quimeras en las que porciones de Sima 
fueron fusionadas a EGFP; las células fueron tratadas o no con LMB seis horas después de inducir 
la expresión con CuSO4. La localización subcelular se analizó por microscopía confocal (Barra de 
escala: 10μm).  (H) Localización subcelular de la variante mutada de EGFP-NES2 en la secuencia 
consenso reconocida por CRM1. (I) Se indican los residuos mutados (subrayados) dentro de la 
NES2. 

   

Dado que la NES2 fue capaz de dirigir la exportación del reportero EGFP, procedimos a 

examinar si mutaciones dentro de dicha NES podían afectar la localización subcelular de la 

quimera. Al remplazar por alaninas dos de los aminoácidos hidrofóbicos de la NES2 se 

observó un claro incremento de la localización nuclear de la quimera (N/C=1.0) (Fig. 30 H, I, 
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31), demostrando que estas mutaciones alteran la exportación nuclear de la quimera. Sin 

embargo, la quimera EGFP-NES2mut aún mostró sensibilidad a LMB (Fig. 30), lo cual indica 

que las mutaciones alteraron pero no destruyeron totalmente la interacción con CRM1. Estos 

resultados sugieren que la NES2 es funcional y conserva la capacidad de promover la 

exportación, aún estando aislada de su entorno proteico normal.  

 

Figura 31: La NES2 es funcional y sensible a LMB.  Se analizó un número mínimo de 13 células 
para cada condición y construcción y se medió la intensidad promedio de la fluorescencia de EGFP 
en el núcleo (N) y en el citoplasma (C); en el gráfico se representa la relación N/C (Student t test; 
*: p<10-4; n>10). Nótese que tanto Sima-HLH como Sima-NES2 y SimaNES2mut son sensibles a 
LMB y que la localización de SimaNES2mut es significativamente más nuclear que la de 
SimaNES2. 
 

 

 

8.2- Análisis de la funcionalidad de las NESs en el contexto de la proteína entera en  

embriones transgénicos  

  La fusión de péptidos candidatos (posibles NES) al reportero EGFP para el estudio de la 

localización subcelular en células en cultivo es un ensayo relativamente simple y rápido que 

puede proveer una primera evidencia de la funcionalidad de una posible NES. Sin embargo, si 

una secuencia determinada no es capaz de dirigir la exportación del reportero, ello no elimina 

la posibilidad de que la secuencia pueda ser funcional en el contexto de la proteína entera 

(Engel y col., 1998). 

 

 8.2.1- Efectos de la deleción de la NES1 o la NES2 en la localización subcelular de Sima 

en embriones transgénicos   

   Con el objeto de evaluar el rol de las NESs del dominio bHLH en la exportación nuclear de 

Sima, generamos líneas de moscas transgénicas con variantes de Sima que contienen 
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deleciones de diez aminoácidos correspondientes a la NES1 o la NES2. Estas variantes, 

SimaΔNES1 y SIMAΔNES2, están bajo el control del promotor UAS, el cual permite la 

expresión por cruzamiento con la línea inductora en-Gal4. Tanto SimaΔNES1 como 

SimaΔNES2 fueron claramente más nucleares que la proteína salvaje y esto pudo verificarse a 

diferentes concentraciones de oxígeno (3%, 5% y 21%) a lo largo de la embriogénesis (Fig. 

32). La significancia de los resultados fue analizada mediante el test de Chi cuadrado 

utilizando un N mayor que 30 para cada estadio embrionario y para cada condición. En 

condiciones de extrema hipoxia (1% de O2), todas las variantes de Sima aparecieron 

localizadas casi exclusivamente en el núcleo de las células embrionarias, no habiendo 

prácticamente diferencias entre Sima, SimaΔNES1 y SimaΔNES2. 

Figura 32: La deleción de 10 aminoácidos correspondientes a la NES1 o a la NES2 de Sima 
modifica su localización subcelular en embriones transgénicos. Análisis cuantitativo de la 
localización subcelular de Sima, SimaΔNES1 o SimaΔNES2 en embriones transgénicos (en-
Gal4/UAS-Sima) a diferentes concentraciones de oxígeno a lo largo de la embriogénesis. Color 
blanco: localización citoplasmática; color gris: localización ubicua; color negro: localización nuclear. 
En SimaΔNES1 y SimaΔNES2 se observa un incremento de la proporción de embriones clasificados 
como “nucleares” en comparación con los que expresan a Sima salvaje. Esto pudo verificarse a 
diferentes concentraciones de oxígeno (21%, 5%, 3% O2) (p<10-2; n>30). A 1% de O2 todas las 
variantes de Sima se localizan casi exclusivamente en el núcleo de todos los estadios embrionarios 
analizados. 
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  Con la finalidad de estudiar el proceso de exportación de Sima de manera directa y, 

aprovechando que todas las variantes de Sima exhiben una localización exclusivamente 

nuclear en hipoxia extrema, decidimos realizar experimentos de reoxigenación como los que 

se detallaron más arriba. La figura 33 muestra que tanto SimaΔNES1 como SimaΔNES2 son 

exportadas del núcleo más lentamente que Sima salvaje. El modelado matemático del proceso 

permite inferir un T1/2 de 15 y 16 minutos respectivamente para SimaΔNES1 y SimaΔNES2. 

Este resultado sugiere que las dos presuntas NESs localizadas en el dominio bHLH de Sima 

contribuirían a su exportación nuclear en el contexto de la proteína entera. 

 

Figura 33: Tanto SimaΔNES1 como SimaΔNES2 tienen reducida su velocidad de exportación 
nuclear. Embriones transgénicos expresando Sima o sus variantes mutadas fueron sometidos a 
hipoxia (1% O2) durante 4 horas para posteriormente ser transferidos a condiciones de normoxia 
(21% O2). Los embriones fueron fijados y teñidos contra Sima a diferentes tiempos desde el 
comienzo de la reoxigenación. Se muestra el comportamiento de los embriones del estadio 15.  Los 
datos fueron analizados mediante el test de Kaplan-Meier (p<10-4; n>30). Se muestra el modelado 
matemático de la cinética de exportación de SimaΔNES1 y SimaΔNES2. Se calcula un tiempo 
medio de exportación de de estas variantes mutadas de Sima en 15 y 16 minutos respectivamente, 
en contraste con los 3 minutos calculados para Sima salvaje. 

 

8.2.2- Efecto de mutaciones en la NES1 o la NES2 sobre la localización subcelular de Sima  

 Debido a que modificaciones drásticas en la secuencia de una proteína pueden provocar 

profundas alteraciones de su estructura tridimencional, nos preguntamos si la deleción de la 

NES1 o la NES2 estarían modificando la estructura tridimensional del dominio y por ende, 

afectando de manera indirecta el proceso de exportación. Para descartar esta posibilidad, 
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realizamos mutaciones puntuales en la NES1 y la NES2, en las cuales dos de los cuatro 

aminoácidos hidrofóbicos consenso para la unión a CRM1 fueron remplazados por leucinas 

en cada una de las NESs (Sima.mNES1 y Sima.mNES2; Fig. 34A). Se evaluó la capacidad de 

exportación nuclear de las variantes mutadas, analizando la localización subcelular de Sima 

en experimentos de reoxigenación como los descriptos más arriba. En la figura 34B se 

observa que la exportación nuclear de Sima.mNES1 y Sima.mNES2 se vió severamente 

afectada en comparación con Sima salvaje (Kaplan-Meier; p<10-4; n>30). El modelo 

matemático que mejor ajusta a la cinética de exportación de estas variantes sugiere un T1/2 

para Sima.mNES1 y Sima.mNES2 de 17 y 15 minutos, respectivamente. Estos resultados 

refuerzan el concepto de que tanto la NES1 como la NES2 son funcionales. 

 

Figura 34: La mutagénesis de la NES1 o de la NES2 de Sima provocan defectos en la 
exportación nuclear en experimentos de reoxigenación de embriones transgénicos. (A) Se 
subrayan los residuos mutados en la NES1 o en la NES2. (B) Los embriones fueron expuestos a 1% 
de O2 durante 4 horas, posteriormente fueron transferidos a condiciones de normoxia y teñidos 
contra Sima a diferentes tiempos luego de la reoxigenación. La velocidad de exportación de las 
variantes mutadas en la NES1 o la NES2 revela la importancia que estas secuencias tienen en el 
proceso de exportación (Kaplan-Meier; p<10-4; n>30). 
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8.2.3- Mutaciones en las presuntas NES3 o NES4 no tienen efecto sobre la exportación 

 Si bien los experimentos de fusión a EGFP sugieren que las señales de exportación 3 y 4 no 

son capaces por sí solas de dirigir la exportación de una proteína reportera, faltaba aún 

analizar su posible funcionalidad en el contexto de la proteína entera. Siguiendo el 

procedimiento descripto más arriba, generamos formas mutagenizadas de Sima en las que dos 

de los cuatro residuos hidrofóbicos de la NES3 o la NES4 fueron remplazados por alaninas 

(Sima.mNES3, Sima.mNES4) (Fig. 35A). Establecimos líneas de moscas transgénicas para 

cada una de estas mutantes de Sima y analizamos la exportación nuclear utilizando el ensayo 

de reoxigenación. En la figura 35B puede verse que Sima.mNES3 y Sima.mNES4 se exportan 

a la misma velocidad que Sima salvaje, indicando que ninguna de estas dos secuencias es 

necesaria en el proceso de exportación. 

Figura 35: La exportación nuclear de Sima conteniendo mutaciones en la NES3 o en la NES4 
es normal. (A) Se subrayan los residuos mutados en la NES3 o NES4. (B) Los embriones fueron 
expuestos a 1% de O2 durante 4 horas, luego fueron transferidos a normoxia y teñidos contra Sima 
a diferentes tiempos luego de la reoxigenación. El comportamiento de las variantes de Sima 
mutadas en la NES3 o la NES4 es idéntico al de la proteína Sima salvaje. 

  

  Estos resultados, sumados a los descriptos más arriba, indican que tanto la NES1 como la 

NES2 contribuyen a la exportación de Sima de manera dependiente de CRM1 y que ni la 

NES3 ni la NES4 son relevantes en dicho proceso. 
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II- LA EXPORTACIÓN DE SIMA COMO MECANISMO DE CONTROL DE 

LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL A HIPOXIA. 

  Debido a que Sima se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma, nos 

preguntamos si la exportación nuclear dependiente de oxígeno es un mecanismo que 

contribuye a la regulación de su actividad transcripcional. Para analizar este punto nos 

propusimos medir el grado de activación de la vía de respuesta a hipoxia en embriones que 

tienen afectado el mecanismo de exportación. Sabiendo que el dominio bHLH de Sima está 

involucrado en la unión al DNA, como así también en la dimerización con la subunidad β 

Tango, generamos un nuevo grupo de mutaciones de la NES1 y la NES2 procurando que 

alteren la capacidad de exportación de la proteína, pero tratando de preservar la estructura de 

las α-hélices del dominio bHLH para no dañar la actividad transcripcional. 

 

1- Diseño de nuevas mutantes de exportación en el dominio bHLH 

  Las mutaciones se diseñaron usando el programa de predicción Agadir, el cual se basa en la 

teoría de transición hélice/coil que considera las interacciones específicas que ocurren en las 

hélices desprovistas de interacciones terciarias. Se utilizaron también los servidores 

PredictProtein, Jpred y PSIPRED para predecir posibles cambios en la estructura secundaria 

provocados por las mutaciones. Asimismo, utilizando el programa I-Mutant2.0 (Capriotti y 

col., 2005a; Capriotti y col., 2005b) (http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-

Mutant2.0/I-Mutant2.0.cgi), se intentaron predecir los posibles cambios en la estabilidad de la 

proteína. En base a estos análisis, se pretendió generar mutaciones puntuales conservativas de 

manera que, al menos en algunas de ellas, disminuya la exportación de la proteína sin destruir 

su actividad transcripcional. Se mutó un único residuo hidrofóbico del consenso de unión a 

CRM1 en cada una de estas nuevas variantes de Sima; se generaron dos mutaciones para la 

NES1: SimaF92Y y SimaL101A y otras dos mutaciones para la NES2:  SimaM115A, 

SimaI124A (Fig. 36). 

Figura 36: Mutaciones conservativas en la NES1 y la NES2 de Sima. Se subrayan los residuos 
mutados en cada una de las nuevas mutaciones de la NES1 o la NES2. 
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2- Actividad transcripcional intrínseca de las nuevas variantes mutadas de Sima 

  Con el objeto de determinar si las nuevas mutantes de Sima eran capaces de interaccionar 

con la subunidad β, Tango y de unirse al DNA para transactivar los genes blanco, 

comenzamos por analizar la actividad intrínseca (actividad en condiciones de máxima 

estimulación del sistema) de estas mutantes. Para ello, se clonaron tanto las variantes mutadas 

de Sima,  como la proteína salvaje en el vector pMT, el cual media la expresión de proteínas 

en células S2 de Drosophila tras la inducción con CuSO4. Estas construcciones fueron co-

transfectadas en las células junto a un reportero luciferasa inducible por Sima. En este 

reportero, la luciferasa se expresa bajo el control de una secuencia dimerizada de 51 pb 

conteniendo los elementos de respuesta a hipoxia (HRE - Hypoxia Response Elements) de la

 Una vez 

 

Figura 37: Las mutantes conservativas de la NES1 o la NES2 de Sima son transcripcionalmente 
activas. Se cotransfectaron células S2 con plásmidos que codifican Sima o variantes mutadas de Sima, 
junto al plásmido reportero LDH-Luc. Dos días más tarde, las células fueron tratadas con DFO 
(150μM) durante 20 horas y posteriormente se midió la actividad luciferasa. Se muestran los 
porcentajes de actividad transcripcional que retuvo cada una de las formas mutadas de Sima, en 
comparación con la de la proteína salvaje. 

 

lactado deshidrogenasa murina (HRE-Luc) (Fig. 6) (Dekanty y col., 2005).

transfectados, los cultivos celulares fueron expuestos durante 16 horas al quelante de hierro 

desferroxiamina (DFO), que simula una condición de hipoxia. En estas condiciones, 

SimaL101A y SimaM115A retuvieron alrededor del 60% de la actividad de Sima salvaje (Fig. 

37), mientras que SimaF92A y SimaI124A indujeron al reportero a niveles similares a los de 

Sima salvaje. Estas observaciones sugieren que la estructura de la α-hélice se ha preservado 

en buena medida en todas las mutaciones y que todas las mutantes son capaces de cumplir su 

función de transactivación (Fig. 37). Estábamos por lo tanto en condiciones de estudiar si la 

actividad transcripcional del heterodímero Sima-Tango se incrementa debido al bloqueo de la 

exportación de Sima. 
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3- Capacidad de heterodimerización de las mutaciones conservativas de Sima  

  La capacidad de dimerización de una proteína puede regular su localización subcelular. 

Específicamente, la localización subcelular de las proteínas bHLH-PAS, Single-minded y 

Trachealess, es dependiente de la presencia de Tango, su subunidad β (Ward y col., 1998). En 

el caso de Sima se desconoce aún si se requiere de Tango para que la proteína se localice en el 

núcleo. Por lo tanto, dado que el dominio bHLH participa en la dimerización de Sima con 

Tango, analizamos si las mutaciones que generamos en dicho dominio afectan la 

heterodimerización. Los experimentos fueron llevados a cabo utilizando el sistema del doble 

híbrido de levaduras y mediante ensayos de co-inmunoprecipitación en un sistema heterólogo 

de células de mamíferos. 

 

 

3.1- Análisis de la interacción Sima-Tango en el sistema del doble hibrido de levaduras  

  Para analizar su interacción con la subunidad β, Tango, clonamos la porción amino terminal 

(aminoácidos 32-494) de Sima y de las mutantes SimaF92A, SimaL101A, SimaI124A, y 

SimaM115A en el vector pEG-202, utilizándolas como “carnada”. Para verificar que estas 

construcciones se expresen a niveles comparables entre sí y además que entren al núcleo para 

interaccionar con el operador de LexA, se utilizó el elemento reportero, pJK101 (Fig. 38). 

Este reportero contiene la secuencia UAS y el operador LexA (ops) controlando la 

transcripción de LacZ. Mientras que la unión de Gal4 a las secuencias UAS activa la 

interrumpe. Las levaduras inducen constitutivamente la actividad -galactosidasa a partir del 

reportero pJK101 cuando se las crece en medio con galactosa como única fuente de carbono; 

esto se debe a que el factor de transcripción Gal4 endógeno se une a las secuencias UAS, 

activando la transcripción de LacZ (Fig. 38A). Si a este sistema se le agrega una proteína de 

fusión a LexA, dicha proteína se une al operador LexA e interrumpe la transcripción 

del sistema Gal4/UAS reprimiendo la actividad β-galactosidasa entre 3 y 20 

 

transcripción de LacZ, la unión de la proteína de fusión a LexA (carnada) al operador LexA la 

β

proveniente 

veces (Fig. 38B). De esta manera, si la transfección de una dada proteína de fusión a LexA

produce represión de la actividad β-galactosidasa, se puede estar seguro de que la proteína de 

fusión es capaz de expresarse, acceder al núcleo y unirse al operador lexA.  
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  Utilizando esta herramienta, nos dispusimos a analizar la correcta expresión de las proteínas 

de fusión que involucran a Sima salvaje y a sus cuatro variantes mutadas. Para tener todos los 

elementos necesarios expresados en una única cepa de levadura, llevamos a cabo 

apareamientos de dos cepas, una conteniendo la correspondiente variante de Sima (EYG42) y 

la otra (EYG48), de sexo opuesto, conteniendo el reportero transcripcional pJK101.

Basándonos en el criterio de que la capacidad de reprimir la expresión de LacZ de todas las 

fusiones LexA-Sima fuesen semejantes, se eligió una cepa de cada una de las variantes de 

Sima ( infiriendo que todas ellas expresan niveles similares de proteína (Fig. 39). 

 

 

A. (A) Levaduras 
conteniendo el plásmido pJK101 expresan β-galactosidasa cuando se las crece en medio con 
galactosa como única fuente de carbono. (B) Si la proteína de fusión a LexA se expresa y se 
localiza correctamente en el núcleo, se une al operador LexA, bloqueando la transcripción mediada 
por Gal4 y por lo tanto la actividad β-gal. 

Figura 38: Control de la actividad represora de una proteína de fusión a Lex

BA 

Figura 39: Las proteínas de fusión LexA-Sima se expresan, entran al núcleo y se unen al 
operador lexA. (1) Inducción constitutiva de β-galactosidasa en levaduras conteniendo sólo el 
plásmido pJK101 y crecidas en galactosa como fuente de carbono. La expresión de las fusiones que 
involucran a Sima (2), SimaF92Y (3), SimaL101A (4), SimaM115A (5) o SimaI124A (6) bloquean 
la transcripción dependiente de GalUAS, reprimiendo la acitividad β-galacosidasa. Nótese que el 
nivel de represión de las transcripción en las diferentes cepas es semejante en todos los casos.  
 

  1             2            3           4           5       

 67  



Resultados 
2-Regulación de la Respuesta a Hipoxia 

 
 
3.1.1- Las mutantes de Sima (SimaF92Y; SimaL101A; SimaM115A; y SimaI124A) 

interaccionan correctamente con Tango. 

  Siguiendo una metodología reportada previamente para estudios de interacción entre Tango 

y otras proteínas de la familia bHLH-PAS (Ward y col., 1998), la proteína Tango completa se 

utilizó como “presa” en el vector pJG4-5. Por lo tanto, este plásmido fue transformado junto 

con el reportero transcripcional, pSH18-34, en la cepa de levaduras EYG48; posteriormente, 

se apareó esta última cepa con aquéllas que contenían las variantes de Sima utilizadas como 

carnada y se analizó la interacción entre ambas subunidades midiendo la capacidad de las 

proteínas de fusión de activar la transcripción a partir del operador LexA. Este sistema 

presenta dos elementos reporteros, uno insertado en el genoma de la cepa EYG48, donde el 

promotor del gen LEU2 es reemplazado por el operador LexA y otro en el plásmido pSH18-

34, el cual posee el operador LexA dirigiendo la expresión de LacZ (figura 40).  

 

  Por lo tanto, la interacción entre Tango y las distintas formas mutagenizadas de Sima pudo 

estimarse observando el crecimiento de las levaduras en un medio carente de leucina o 

midiendo la actividad β-galactosidasa. Como se muestra en la figura 41A, SimaF92Y, 

SimaL101A, SimaM115A y SimaI124A presentan niveles de actividad β-galactosidasa 

comparables a los de Sima salvaje. De manera similar, en la figura 41B se observa que el 

crecimiento de las levaduras en ausencia de leucina fue similar en las cepas que expresan las 

distintas mutantes de Sima en comparación con la proteína Sima salvaje. Estos resultados 

s elementos 
en LEU2 es 

reemplazado por el operador LexA y otro en el plásmido pSH18-34, el cual posee el operador 
LexA controlando la expresión de LacZ. 

Figura 40. Sistema LexA del doble híbrido en levaduras. Este sistema presenta do
reporteros, uno insertado en el genoma de la cepa EYG48, donde el promotor del g
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indican que las mutaciones conservativas introducidas en el dominio bHLH de Sima  no

afectan la interacción física entre Sima y Tango. 

 

 

 

3.2- Análisis de las interacciones entre Tango y las variantes mutagenizadas de Sima en 

ensayos de co-inmunoprecipitación  

  Con el objeto de analizar si las variantes mutagenizadas de Sima pueden interaccionar 

físicamente con Tango, llevamos a cabo ensayos de co-inmunoprecipitación luego de co-

transfectar células COS-7. Para ello, clonamos las porciones N-terminal de Sima, de 

 

 como presa. Se utilizó glucosa o galactosa como 
fuente de carbono y se empleó el plásmido pSH18-34 LacZ como reportero. Como controles negativos 
de la interacción entre Sima y Tango, se utilizaron los vectores vacíos (pEG202 o pJG4-5). (B) Se 
analizó la capacidad de crecimiento de las mismas cepas de levaduras descriptas en (A) en un medio a 
base de galactosa pero en ausencia de leucina. Todas las interacciones resultaron positivas; sólo las 
levaduras que contenían los vectores pEG202 o pJG4-5 vacíos fueron incapaces de crecer en medio sin 
leucina. 

Figura 41: Las mutantes conservativas de la NES1 o la NES2 de Sima interaccionan
correctamente con Tango. Ensayo del doble híbrido en levaduras. (A) Se analizó la actividad β-
galactosidasa de los cultivos líquidos de levaduras que contenían a Sima salvaje o a sus variantes 
mutagenizadas como carnada y a Tango completo

A 

B BSM (galactosa)  
–Leu –Ura –His –Trp 
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SimaL101A o de SimaM115A en el vector pcDNA6-V5-HIS, las cuales habían sido 

previamente fusionadas al epítope HA en el extremo amino terminal de la proteína. La 

secuencia completa de Tango fue clonada en pcDNA6-V5-HIS. Los homogenatos fueron 

preparados a partir de células COS-7 co-transfectadas con Tango y Sima salvaje o sus 

variantes mutagenizadas. Células transfectadas solamente con Tango fueron utilizadas como 

control negativo. Los homogenatos fueron incubados con el anticuerpo anti-HA (Santa Cruz) 

en presencia de proteína A-sepharosa. El inmunoprecipitado fue resuelto en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) y la presencia de Tango fue revelada por 

western blot utilizando un anticuerpo anti-Tango. En la figura 42 se observa que tanto Sima 

salvaje como ambas formas mutantes son capaces de interaccionar con Tango, indicando que 

las mutantes retienen la capacidad de formar el heterodímero necesario para la transactivación 

de genes blanco. 

 

 

Figura 42. La interacción entre Sima y Tgo se conserva en las variantes mutadas de Sima 
L101A y M115A. Ensayo de co-inmunoprecipitación Sima-Tango en células de mamífero (COS-
7). Sima salvaje o las variantes mutagenizadas de Sima unidas a HA fueron co-transfectadas con 
Tango en células COS-7; los extractos fueron sometidos a inmunoprecipitación con el anticuerpo 
anti-HA, para posteriormente ser analizados por western blot utilizando un anticuerpo anti-Tgo.  
 

 

4- SimaL101A y SimaM115A tienen disminuida su capacidad de exportación  

  Una vez establecido que las cuatro variantes de Sima son funcionalmente activas y que 

interaccionan específicamente con Tango, estudiamos si su exportación nuclear se encontraba 

afectada. Generamos líneas de moscas transgénicas que expresan las distintas variantes de 

Sima a niveles similares (Sima, SimaF92A, SimaI124A, SimaL101A y SimaM115A) y 

utilizamos el ensayo de re-oxigenación para evaluar la capacidad de estas proteínas de ser 

exportadas al citoplasma. Mientras que las variantes F92Y y I124A se comportaron 
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exactamente igual que Sima salvaje (Fig. 43A), las otras dos variantes mutagenizadas L101A 

y M115A mostraron una clara disminución en su velocidad de exportación (Fig. 43B).  El 

modelado matemático del proceso de exportación permitió determinar un T1/2 de 9 y 13 

minutos respectivamente para SimaL101A y SimaM115A (Fig. 43 B).  

 

 

 

A 

B 

Figura 43: La velocidad de exportación de SimaL101A y SimaM115A está disminuida con 
respecto a Sima salvaje. Embriones transgénicos de estadio 15 expresando Sima salvaje o Sima 
portando mutaciones conservativas en el dominio bHLH fueron expuestos a condiciones de hipoxia 

2

de embriones que contienen a Sima localizada en el núcleo a diferentes tiempos post-
reoxigenación, determinado por inmunofluorescencia anti-Sima. (A) variantes F92A y I124A; (B) 
variantes L101A y SimaM115A. El tiempo medio de exportación de SimaL101A y SimaM115A 
fue de 13 y 9 minutos  respectivamente (Kaplan-Meier; p<10

(1% O ) durante cuatro horas y posteriormente transferidos a normoxia. Se muestra la proporción 

-4; n>30).  
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5- La disminución de la exportación nuclear de Sima conduce a un incremento de su  

actividad transcripcional  

 

5.1-Análisis de los niveles de expresión de SimaL101A y SimaM115A en líneas 

ansgénicas  

  Dado que el objetivo final era determinar de qué manera se ve afectada la actividad 

transcripcional del heterodímero Sima-Tango cuando la exportación nuclear de Sima se halla 

impedida, era necesario determinar que las líneas transgénicas que sobre-expresaban variantes 

mutagenizadas de Sima con defectos de exportación tuviesen niveles de expresión similares a  

los de la proteína salvaje. A este fin, se generaron al menos cinco líneas transgénicas para 

cada una de las variantes mutagenizadas y a cada una de estas líneas se le determinaron los 

niveles de expresión de la proteína transgénica, tras el cruzamiento con la línea inductora en-

Gal4. La cuantificación de la expresión de las variantes transgénicas de Sima se realizó por 

inmunofluorescencia seguida de un análisis cuantitativo en el microscopio confocal (Carl 

Zeiss LSM5, Pascal). Se seleccionó una línea transgénica que expresase cada una de dichas 

variantes, buscando que el nivel de expresión de todas ellas fuese similar (Fig. 44). 

 

Figura 44.  Cuantificación de la expresión de Sima o de variantes mutagenizadas de Sima por 
inmunofluorescencia en las líneas transgénicas. A) Inmunofluorescencia utilizando el anticuer
anti-Sima en embriones transgénicos para Sima salvaje o las variantes mutagenizadas de Sima; se 

 expresión de las distintas variantes de Sima utilizando el software LSM 
(Carl Zeiss- LSM5 Pascal). 

tr

po 

muestran cuatro bandas de expresión de engrailed correspondientes al estadio embrionario 10. B) Se 
cuantificaron los niveles de
Image Browser del microscopio confocal 

SimaM115A SimaL104A Sima 

B 

A 
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5.2- Análisis de la expresión del  reportero transcripcional LDH-LacZ 

  Con el objeto de analizar si la exportación nuclear de Sima contribuye a la regulación de la 

perado, la 

transcripción del reportero no se indujo en respuesta a la expresión de SimaΔHLH, ya que 

esta variante de la proteína no puede mediar la transcripción (Fig. 45A). Notablemente, los 

niveles de expresión de β-galactosidasa se encontraron aumentados en los embriones 

provenientes de las líneas transgénicas que expresan variantes de Sima con defectos de 

exportación (SimaL101A y SimaM115A; Fig. 45A). Estos resultados sugieren que la 

inhibición de la exportación nuclear de Sima provoca un aumento de los niveles de Sima en el 

compartimento nuclear, lo cual a su vez provoca un incremento en los niveles de los 

transcriptos que el heterodímero Sima-Tango induce. A fin de obtener información 

cuantitativa acerca de este incremento de la expresión del reportero, realizamos homogenatos 

de los embriones y cuantificamos la actividad β-galactosidasa mediante un ensayo 

colorimétrico utilizando Rojo de Clorofenol β-D-galactopiranósido (CPRG) como sustrato. 

Como se muestra en la figura Fig. 45B, los embriones expresando SimaL101A y SimaM115A 

mostraron un aumento en la actividad β-galactosidasa dos y tres veces respectivamente, en 

comparación con la actividad de los embriones que expresan Sima salvaje. Estos resultados 

confirman que al interferir con la exportación nuclear de Sima se incrementa la actividad 

transcripcional del heterodímero, Sima-Tango. Estos resultados cobran aun más significancia 

si tomamos en consideración que en cultivos celulares, en condiciones de activación máxima 

de la vía (por agregado de DFO), la actividad transcripcional intrínseca de las variantes 

mutagenizadas, SimaL101A y SimaM115A, fue aproximadamente 40% menor que la 

nto, que las variantes 

actividad transcripcional del heterodímero Sima-Tango, introdujimos mediante cruzamientos 

y recombinación un reportero transcripcional inducible por hipoxia (Lavista-Llanos y col., 

2002)  en las líneas transgénicas SimaL101A y SimaM115A. Este reportero transcripcional, 

denominado LDH-LacZ expresa el gen de la β-galactosidasa bajo el control del enhancer de 

la Lactato deshidrogenasa-A murina (ver Figura 6), de modo que tanto en condiciones de 

hipoxia, como tras la sobre-expresión de Sima, el reportero se induce sensiblemente. Estos 

embriones conteniendo el reportero y expresando las distintas variantes de Sima bajo el 

control de en-Gal4 fueron crecidos en normoxia y luego fijados e incubados en presencia del 

sustrato cromogénico X-gal que revela la actividad β-galactosidasa. Como se observa en la 

figura 45A, el reportero se expresa en el típico patrón de catorce bandas coincidente con la 

expresión ectópica de Sima bajo el control en-Gal4 (Sima WT). De acuerdo a lo es

actividad transcripcional de Sima salvaje (Fig. 37). Concluimos por lo ta

de Sima cuya exportación nuclear está comprometida, permanecen más tiempo en el núcleo, 

transactivando genes blancos con mayor eficiencia.  
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5

bserva solamente la expresión endógena 

del mensajero. 

  Consistentemente con los resultados obtenidos con el reportero LDH-LacZ, fatiga no se 

indujo tras la expresión de SimaΔHLH, la variante de Sima sin actividad transcripcional, (Fig. 

.3- Transactivación de genes endógenos  

  Para validar los resultados obtenidos con el reportero LDH-LacZ con un gen blanco 

endógeno, analizamos por hibridización in situ, la expresión del gen fatiga, previamente 

descripto como gen blanco de Sima (Lavista-Llanos y col., 2002). Como se observa en la 

figura 46, la expresión del gen fatiga se ve aumentada en las bandas donde se expresa Sima 

salvaje, mientras que en la región de interbanda se o

A 

B 

Figura 45: Las variantes de Sima con mutaciones en la NES1 o la NES2 tienen aumentada su 
actividad transcripcional. (A) El reportero transcripcional inducible por Sima (LDH-LacZ) se 
cruzó con las líneas transgénicas que expresan Sima salvaje o variantes mutadas de Sima y luego se 
analizó la expresión del reportero en ensayos de X-gal en normoxia. (B) Se cuantificó la actividad β-
galactosidasa de estos embriones utilizando CPRG como sustrato. Los resultados se analizaron 
mediante el test T-student (*: p<10 ; n=3). -3
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46). Las variantes de Sima con la exportación nuclear afectada, SimaL101A y SimaM115A, 

indujeron la expresión de fatiga con mayor intensidad que Sima salvaje (Fig. 46). Estos 

resultados junto a los descriptos mas arriba, muestran in vivo que la exportación nuclear de 

Sima contribuye a la regulación de la actividad transcripcional de la proteína.  

 

 

 

Figura 46: Mutaciones de Sima que afectan su exportación Nuclear (SimaL101A y 
SimaM115A) aumentan los niveles de expresión de fatiga, un gen blanco de Sima. Se analizó 
la expresión del gen fatiga por hibridización in situ de mRNA en embriones que expresan las 
distintas variantes de Sima bajo el control del inductor enGal4.  Nótese que SimaΔHLH, que es 
transcripcionalmente inactiva, no induce la expresión de fatiga y que las variantes cuya 
exportación nuclear está afectada, SimaL101A y  SimaM115A muestran niveles incrementados de 
fatiga. Las flechas señalan una de las 14 bandas en las que fatiga está sobre-expresada, mientras 
que la cabeza de flecha muestra una de las regiones de interbanda. 
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III- EFECTO DE TANGO SOBRE LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE SIMA 

  El estado de dimerización de una proteína es crucial para determinar su localización 

subcelular. De hecho, Trachealess y Singled-minded, otras dos proteínas de Drosophila 

pertenecientes a la familia bHLH-PAS que interaccionan con Tango, necesitan de la presencia 

e Tango para localizarse en el núcleo (Ward y col., 1998). Se demostró en células S2 que 

tanto Trachealess como Singled-minded se localizan en el citoplasma en ausencia de Tango, 

mientras que en presencia de Tango ambas proteínas se encuentran en el núcleo (Ward y col., 

1998).  El mecanismo molecular por el que Tango regula la localización de estas proteínas 

bHLH-PAS no se conoce; a priori, Tango podría regular positivamente su entrada al núcleo o 

inhibir su exportación al citoplasma.  

  En este contexto, nos preguntamos si Tango influye sobre la localización subcelular de 

Sima. Como se mostró mas arriba, el dominio bHLH de Sima no sólo participa en la 

interacción con Tango, sino que además contiene las NES reconocidas por CRM1, abriendo la 

posibilidad de que Tango y CRM1 compitan por el sitio de unión a Sima. Si esto fuera cierto, 

se esperaría que los niveles de Tango tengan influencia sobre la exportación de Sima al 

citoplasma. Se analizó por lo tanto, si alterando los niveles de Tango se modifica la 

localización subcelular de Sima y posteriormente, se realizaron experimentos de 

reoxigenación para determinar si se modifica la velocidad de su exportación nuclear.   

 

 

1- El aumento de los niveles de Tango no altera la localización de Sima, ni su cinética de 

exportación. 

  Dado que desconocemos si los niveles de Tango son limitantes en nuestro sistema 

experimental, decidimos sobre-expresar también a Tango junto con Sima y analizar si en estas

n subcelular de Sima se modifica. Si los niveles de Tango fuesen 

limitantes y dichos niveles fueran determinantes para la localización subcelular de Sima, 

esperaríamos ver una diferencia.  

  Inicialmente, era necesario verificar que la sobre-expresión de Tango en la línea transgénica 

funcionase, para lo cual utilizamos ensayos de Western Blot. Como se observa el la figura 47, 

la sobre-expresión de Tango, efectivamente provoca un aumento en los niveles de la proteína. 

d

 

condiciones la localizació
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1.2- La sobre-expresión de Tango no modifica la localización subcelular de Sima en el 

 

  Para continuamos analizando un posible efecto de Tango sobre la exportación de Sima, 

analizamos en ensayos de reoxigenación si la cinéticas de exportación de Sima se encuentra 

equilibrio 

  Con el fin de evaluar un posible efecto de Tango sobre la localización subcelular de Sima, 

expresamos ambas proteínas bajo el control de la línea inductora en-Gal4. En la figura 48 se 

observa que la sobre-expresión de Tango no modifica la localización subcelular de Sima ni en 

normoxia (21% O2) ni en hipoxia (1% O2). Esto podría deberse a que los niveles de Tango 

endógenos son suficientes para asociarse con la proteína Sima sobreexpresada o bien, a que 

Tango no participa en la regulación de la localización subcelular de Sima.  

Figura 48. La localización de Sima no se modifica por la presencia de altos niveles de Tango. 
Análisis cuantitativo de la localización subcelular de Sima en embriones transgénicos que expresan 
solamente Sima, en comparación con embriones que expresan simultáneamente Sima y Tango. 
Color blanco: localización citoplasmática; color gris: localización ubicua; color negro: localización 
nuclear. Nótese que la sobre-expresión de Tango no altera la localización subcelular de Sima. 

Figura 47. Los niveles de Tango aumentan al sobre-expresarlo en embriones de la línea UAS-
Tango. Extractos de embriones expresando Sima o Sima junto con Tango (UAS-Sima o UAS-
Tango.UAS-Sima) fueron analizados por western blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
Tgo. Nótese el claro aumento en los niveles de Tango en la línea que lo sobre-expresa. 
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alterada en embriones que sobre-expresan Tango. En la figura 49 se muestra que la cinética de 

exportación de Sima no se encuentra alterada en estos embriones, sugiriendo que Tango no 

competiría con CRM1 por la unión al dominio bHLH.    

Figura 49. La cinética de exportación de Sima no se modifica por altos niveles de Tango.  Los 
moxia y fijados a 

distintos tiempos luego de la reoxigenación. Por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-
Sima, se terminó la proporción de embriones clasificada como “nucleares” en cada uno de los 
puntos. Nótese que la cinética de exportación de Sima en los embriones que sobre-expresan Tango 
no se encuentra alterada. 

embriones expuestos a 1% O2 durante cuatro horas fueron transferidos a nor

 
 
2- Ni la localización subcelular de Sima ni su cinética de exportación nuclear se 

modifican en el mutante TgoPY. 

  Para continuar analizando si Tango participa en la regulación de la localización subcelular 

de Sima, estudiamos un posible efecto de la ausencia de Tango. Debido a la falta de mutantes 

nulos que hayan sido caracterizados, utilizamos un nuevo mutante llamado TgoPY que fue 

generado en el laboratorio de  Hugo Bellen en el proyecto de disrupción génica sistemática 

BDGP. 

 

2.1- Caracterización del mutante TgoPY

  El gen tango se encuentra en el tercer cromosoma de Drosophila y genera un único

transcripto formado por dos exones de 140 y 2965 pares de bases y un pequeño intrón de 143 

pares de bases. La línea TgoPY tiene inserto un elemento P transponible de aproximadamente

 

 

11 kb en el primer intrón (Fig. 50A). Esta inserción aumentaría considerablemente el tamaño 
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del transcripto primario comprometiendo posiblemente la eficiencia de traducción de la 

proteína.  

 Este mutante es letal recesivo en larva I, posiblemente debido a que estas larvas mutantes 

homocigotas eclosionan completamente sin tráqueas debido a la perdida de función del 

heterodímero Trachealess-Tango (Fig. 50B).  Esto confirma que los niveles de Tango en el 

mutante TgoPY se encuentran drásticamente disminuidos. 

  

 TgoPY fue recombinada en el 3er cromosoma con los elementos Gal4 y UAS-Sima. 

n la figura 51 se observa que la localización subcelular de Sima no se encuentra alterada en 

 los niveles de Tango no son críticos para la correcta 

 

2.2- La localización subcelular de Sima no se modifica en el mutante TgoPY  

  Para analizar un posible efecto de la ausencia de Tango sobre la localización subcelular de 

Sima, generamos embriones con el genotipo enG4.TgoPY/UAS-Sima.TgoPY, en los cuales la 

mutación

E

los embriones mutantes, sugiriendo que

localización subcelular de la proteína.  

Figura 50. Los mutantes homocigotas TgoPY presentan defectos en la formación de las 
tráqueas y letalidad en larva 1. A) Esquema de la inserción del elemento P en el primer exón del  
gen tango. B) Larvas de 1° estadio de la cepa salvaje y del mutante TgoPY: se observa la falta total 
de traqueas en la larva mutante. Las fechas señalan los dos principales troncos traqueales de la 
larva salvaje. 

tango 
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Figura 51. Los embriones del mutante TgoPY presentan la misma localización subcelular de 
Sima que los embriones salvajes. Análisis cuantitativo de la localización subcelular de Sima en 
embriones mutantes para Tango y transgénicos para Sima (en-Gal4.TgoPY/UAS-Sima.TgoPY) a 
diferentes concentraciones de oxígeno a lo largo de la embriogénesis. Color blanco: localización 
citoplasmática; color gris: localización ubicua; color negro: localización nuclear. Nótese que la 
pérdida de función de Tango no influye sobre la localización de Sima. 
 

 

2.3- Sima se exporta con la misma cinética en el mutante TgoPY

  Para evaluar una posible participación de Tango en la exportación nuclear de Sima, 

analizamos el efecto de la pérdida de función de Tango directamente en ensayos de 

reoxigenación en los embriones enG4.TgoPY/UAS-Sima.TgoPY. Como se observa en la figura 

52, la cinética de exportación de Sima no se vio alterada en estos mutantes. Estos resultados, 

tomados en conjunto con los de sobre-expresión de Tango (sección 1) sugieren que los niveles 

de Tango no influirían sobre el proceso de exportación nuclear de Sima. 

Figura 52.  La exportación nuclear de Sim
genotipo enG4.TgoPY

a no se altera en el mutante TgoPY. Embriones con el 
 fueron expuestos a 1% O2 durante cuatro horas, luego 

transferidos a normoxia y fijados a distintos tiempos después de la reoxigenación. Por 
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Sima se terminó la proporción de embriones clasificados 
como “nucleares” en cada punto. La cinética de exportación de Sima no se encuentra alterada en 
los mutantes TgoPY. 

/UAS-Sima.TgoPY
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IV- REGULACIÓN DE LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE LA 

PROTEÍNA HIFα HUMANA 

  Como se mencionó más arriba, la localización subcelular de la proteína HIFα  de mamíferos 

está regulada por niveles de oxígeno (Kallio y col., 1998). En normoxia, HIF1α se localiza en 

el citoplasma mientras que en hipoxia se encuentra en el núcleo. La entrada al núcleo depende 

de una NLS que mapea en la porción C-terminal de la proteína (Luo y Shibuya, 2001). Esta 

NLS es reconocida por la importina-α que junto con la importina-β permiten la traslocación 

de HIF1α al núcleo (Depping y col., 2008). Si bien, no ha sido aún dilucidado un posible 

mecanismo de exportación nuclear de HIF1α, se ha descripto que tras la reoxigenación de

cultivos de células de mamíferos, HIF1α es exportado mediante un mecanismo que al menos 

en parte, depende de VHL (Groulx y Lee, 2002). Hasta el momento, no se han identificado ni 

exportinas ni señales de exportación nuclear involucradas en la exportación de HIFα o VHL.  

 

 

tran evolutivamente 

 

1- HIF1-α tiene dos motivos de unión a CRM1 en su dominio bHLH y  HIF2α  tiene uno 

solo. 

  Debido a la alta similitud de los mecanismos de regulación descriptos hasta el momento en 

Sima y en HIF-1α, decidimos evaluar la posibilidad de que HIF-1α también sea exportado del 

núcleo de manera dependiente de CRM1. Como se mencionó mas arriba, las señales de 

exportación del dominio bHLH de Sima, NES1 y NES2, se encuen

conservadas en las subunidades HIF-1α de un amplio rango de grupos filogenéticos (Fig. 53), 

sugiriendo que estas NES podrían ser importantes en la regulación de HIF-1α. 

Llamativamente, en HIF-2α se encuentra conservada la NES1 pero no la NES2 (Fig. 53).  
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2- Capacidad del motivo HLH de HIF-1α y HIF-2α humanos de dirigir la exportación 

cal 

arl Zeiss LSM5, Pascal) siguiendo la metodología descripta más arriba. Utilizando el 

software LSM Image Browser, medimos la intensidad promedio de la fluorescencia 

correspondiente a EGFP en el núcleo y en el citoplasma y calculamos la relación de 

intensidades de fluorescencia entre ambos compartimentos (relación núcleo: citoplasma; 

N/C). Se cuantificó un número mínimo de 13 células para cada condición y se analizó la 

significancia de los resultados mediante el test T-student. Una vez establecida la relación N/C 

para EGFP (1,4) procedimos a analizar las relaciones N/C para EGFP-HIF1αHLH y EGFP-

HIF2αHLH. Como muestra la figura 54, ambas quimeras resultaron mayormente excluidas 

del compartimento nuclear, exhibiendo una distribución subcelular similar a la observada para 

EGFP-SimaHLH, con una relación N/C de 0.80 y 0.95 respectivamente (Fig. 54 E). Tras el 

agregado de LMB, la localización de EGFP-HIF1αHLH y EGFP-HIF2αHLH se tornó 

proteínas HIF-α humanas y Sima de Drosophila. Las secuencias consenso para la NES1 

gris. Los números entre paréntesis denotan el tipo se secuencia consenso de cada una de las NES. 

Figura 53. Las señales de exportación de Sima NES1 y NES2 están conservadas en HIF1α de 
mamíferos pero sólo la NES1 está presente en HIF2α. Alineamiento del los dominios bHLH de 

y la NES2 
están marcadas en negro y otros residuos conservados dentro del dominio bHLH están marcados en 

nuclear de EGFP en células S2. 

  Para examinar si las NESs del dominio bHLH de HIF-1α humano podrían ser funcionales, 

comenzamos por evaluar la capacidad del motivo HLH de dirigir la exportación nuclear de un 

reportero EGFP de manera autónoma. Para ello, fusionamos el motivo HLH de HIF-1α 

(aminoácidos 22 a 71) o de  HIF-2α (aminoácidos 19 a 68) a EGFP (EGFP-HIF1αHLH y 

EGFP-HIF2αHLH), luego de lo cual transfectamos las construcciones en células S2 de 

Drosophila y estudiamos la localización subcelular de las quimeras por microscopia confo

(C
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marcadamente más nuclear, exhibiendo una relación N/C de 1.2  en ambos casos (Fig. 54). 

Estos resultados indican que, tanto el dominio bHLH de HIF-1α, como el de HIF-2α poseen 

señales de exportación nuclear dependientes de CRM1 que son funcionales incluso cuando se 

encuentran aisladas de su entorno normal en la proteína completa. 

 

  

Figura 54. El motivo HLH de HIF-1α y de HIF-2α es capaz de promover la exportación 
nuclear del reportero EGFP.  (A-D) Se transfectaron en células S2 diferentes quimeras en las que 
los motivos HLH de HIF-1α, HIF-2α y Sima (control) fueron fusionadas a EGFP; las células 
fueron tratadas o no con LMB seis horas después de inducir la expresión con CuSO4. La 

gráfico se representa la relación N/C de cada construcción. Nótese que la localización de la fusión 
EGFP-HIF1αHLH y EGFP-HIF2αHLH es sensible a LMB al igual que el control EGFP-SimaHLH 
(Student t test; *: p<10

localización subcelular se analizó por microscopía confocal (Barra de escala: 10μm). (E) En el 

-4; n>10). 

E 
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3- La localización subcelular del HIF1α humano depende de CRM1.  

3.1- Sensibilidad a LMB de la localización de HIF1α humano 

  Con el objeto de analizar si la localización subcelular del HIF-1α humano depende de 

CRM1, analizamos de qué manera varía la localización de una quimera involucrando la 

ecuencia completa de HIF-1α (EGFP-HIF1α),  transfectada en células humanas de 

 

  

s

osteosarcoma, U2OS, tras el agregado de LMB. Las células fueron transfectadas de manera 

transiente utilizando el reactivo transit-LT1 (Mirus) y se analizó la localización subcelular 

bajo el microscopio de fluorescencia (Axiovert 135 M – Zeiss). A diferencia de la 

localización de las fusiones de EGFP a secuencias aminoacídicas cortas donde todas las 

células individuales del cultivo se comportan de manera uniforme (ver por ej, Fig. 49), EGFP-

HIF1α presentó un patrón de distribución de su localización en la población celular, similar al 

que había sido descripto previamente en células COS7 (Kallio y col., 1998). Definimos por lo 

tanto, dos categorías de localización subcelular para poder cuantificar la localización de la 

quimera en distintas condiciones experimentales: Categoría “Nuclear” y Categoría “No 

Nuclear” (Fig. 55). Como se observa en la figura 55, en normoxia EGFP-HIF1α se localiza en 

el núcleo (“Nuclear”) en sólo el 40% de las células, mientras que tras el agregado de DFO, 

reactivo que simula una condición de hipoxia, la población celular exhibió localización

“Nuclear” aumentó hasta el 65%. Esto sugiere que la localización de HIF-1α es dependiente 

de oxígeno en este modelo celular. 

  A continuación, procedimos a estudiar si la localización subcelular de EGFP-HIF1α se altera

también tras el agregado de LMB. La figura 55 muestra que el tratamiento con LMB 

efectivamente altera la distribución de la localización subcelular de EGFP-HIF1α en cultivos 

mantenidos en normoxia, observándose un  65% de células clasificadas como “Nucleares”.  
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d 

 LMB. 

Para determinar si las NESs del dominio bHLH del HIF1α humano median su sensibilidad a 

LMB, mutagenizamos de manera simultánea dos de los cuatro aminoácidos hidrofóbicos que 

definen la NES1 y la NES2 (EGFP-HIF1αNES12mut) y analizamos la localización subcelular 

de la quimera. EGFP-HIF1αNES12mut presentó una distribución más nuclear que EGFP-

HIF1α y asimismo, perdió la sensibilidad a LMB (Fig. 56). Estos resultados sugieren que 

HIF1α podría estar regulado al menos en parte por CRM1. 

 

3.2- La NES1 y la NES2 del dominio bHLH de HIF1α son responsables de su sensibilida

a

  

Figura 55. HIF1α humano presenta sensibilidad a LMB. A) Distribución de  

s resultados. B) Distribución de la localización subcelular de 
) con o sin el agregado de DFO o LMB. La proporción de 

 la localización
subcelular de EGFP-HIF1α en células U2OS: Se definieron de 2 categorías: “Nuclear” y “No 
Nuclear”, que permiten cuantificar lo
EGFP-HIF1α en normoxia (21% O2
células clasificadas como “nucleares” aumenta tras el agregado de DFO o LMB. 

A 

B 
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Figura 56. La sensibilidad a LMB de HIF1α humano depende de  la/s NESs del dominio 
bHLH.  La mutación de los aminoácidos hidrofóbicos que definen la NES1 y la NES2 del dominio 
bHLH de HIF-1α humano provoca un cambio en la localización subcelular de la proteína, la cual 
adopta una distribución más nuclear y pierde sensibilidad a LMB. 
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V- CONSERVACIÓN EVOLUTIVA  DE LA NES1 Y LA NES2 DENTRO DE LA 
FAMILIA bHLH-PAS. 

1-Alineamiento de Secuencias 

  Una vez establecida la presencia de dos señales de exportación (NES1 y NES2) en lo

dominios bHLH de Sima y HIF-1α de distintos grupos filogenéticos, nos preguntamos si estas 

NES están presentes en otras proteínas de la familia bHLH-PAS. El alineamiento de secuencias 

reveló la existencia de señales de exportación nuclear homólogas a la NES1 y la NES2 de Sima 

en el dominio bHLH de otras proteínas de esta familia tanto en Drosophila como en mamífero

(Fig. 57). Como se observa en la figura 57, Sima, Trachealess y HIF-1α presentan un

alineamiento perfecto de los aminoácidos hidrofóbicos de las dos NESs, mientras que Cycle, si 

bien exhibe las dos NESs dentro del motivo HLH, la NES2 está desplazada hacia el extremo N-

terminal. Lo mismo ocurre en el caso de la proteína humana AHR, donde la NES2 también se 

encuentra corrida hacia el N-terminal del dominio bHLH. Se ha reportado que estas dos NES de 

AHR son funcionales y necesarias para la correcta regulación de la proteína en respuesta a

compuestos xenobióticos (Ikuta y col., 2002; Pollenz y Barbour, 2000). Como se mencionó para 

 

s 

s 

 

 

el caso de HIF-2α, también ocurre que algunas proteínas de la familia bHLH-PAS poseen sólo 

una de las dos señales de exportación nuclear; ese es el caso, tanto de las proteínas Dysfusion y 

Singled-minded de Drosophila, como de la proteína β-MAL humana. Finalmente, existe un 

tercer grupo de proteínas de esta familia que no poseen ninguna de las dos señales de 

exportación nuclear;  ese es el caso de las proteínas Tango y Clock de Drosophila y de sus 

proteínas homológas en mamíferos HIFβ/Arnt y Clock respectivamente. Es decir, las NESs no 

están presentes en Tango/ HIFβ pero sí en todas las subunidades α con las que Tango/ HIFβ 

dimeriza (Sima, Trachealess, Dysfusion, y Singled-minded en el caso de Drosophila) y lo 

mismo ocurre con Clock que no posee las NESs pero éstas sí están presentes en la subunidad 

Cycle con la que Clock forma el heterodímero. Por lo tanto, parece ser paradigmático que las 

NES del motivo HLH se encuentran presentes sólo en una de las dos subnidades del 

heterodímero que conforman los factores de transcripción de la familia bHLH-PAS. La 

presencia de estas secuencias consenso para la exportación en muchas de las proteínas de la 

familia sugeriría que la exportación nuclear podría ser una estrategia regulatoria general dentro 

de los miembros de esta familia de proteínas. 
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 mas arriba. La localización subcelular resultante 

fue analizada en el microscopio confocal (Carl Zeiss LSM5, Pascal), utilizando el software 

LSM Image Browser. Medimos la intensidad promedio de la fluorescencia correspondiente a 

EGFP en el núcleo y en el citoplasma de las células y calculamos la relación de intensidades 

entre ambos compartimentos (relación Núcleo: Citoplasma; N/C), como se detalló en 

experimentos anteriores. Se cuantificó un número mínimo de 13 células para cada condición y 

CMR1 a su proteína cargo está marcados en gris. La NES2 en algunos casos se encuentra desplazada 

2- Evidencias de la funcionalidad de las NES predichas en el motivo HLH de otras proteínas 

de la familia bHLH-PAS  

 Dado que la fusión a EGFP del motivo HLH de Sima (EGFP-SimaHLH) demostró ser 

activamente exportada del núcleo de manera dependiente de CRM1, decidimos utilizar una 

estrategia parecida para estudiar los dominios HLH de las nuevas proteínas candidatas. Se 

fusionaron a EGFP en el vector pMT los motivos HLH de Trachealess (aminoácidos 78 a 131), 

Dysfusion (aminoácidos 120 a 172), Singled-minded (aminoácidos 5 a 58), Tango (aminoácidos 

35-78), Cycle (aminoácidos 34-85), y Clock (aminoácidos 23 a 73)  y las quimeras fueron 

transfectadas en células S2 como se describió

Figura 57: Las señales de exportación nuclear NES1 y NES2 se encuentran también en otras 
proteínas de la familia bHLH-PAS. Alineamiento de secuencias del dominio bHLH de varias 
proteínas de Drosophila o humanas. Los residuos hidrofóbicos importantes en el reconocimiento de 

dentro de la segunda hélice. 
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se determinó el nivel de significancia de los resultados utilizando el test T-student. Como se 

muestra en la figura 58, la localización subcelular de las quimeras EGFP-HLH correspondientes 

a Trachealess (Trh) y Cycle, al igual que la correspondiente a Sima, mostraron una localización 

preferentemente citoplasmática con una relación N/C de 0.8 en los 3 casos. La quimera 

correspondiente a Tango, la cual no posee NES candidatas, mostró una localización mucho mas 

nuclear, con una relación N/C de 1.5, similar a la relación N/C de la proteína EGFP control 

(N/C=1.4) (Fig. 58). Tras exponerlas a LMB, las quimeras EGFP-TrhHLH y EGFP-CycleHLH 

sufrieron el mismo cambio de localización subcelular que el observado para EGFP-SimaHLH. 

Se registró una distribución marcadamente más nuclear que en las células control,  

observándose una relación N/C de 1.3 y 1.2 para Trh y Cycle respectivamente, la cual resultó 

muy parecida al del control negativo EGFP (N/C=1.4). La localización subcelular de EGFP-

TangoHLH no se vió afectada por la presencia de LMB, manteniendo una relación N/C de 1.5 

(Fig. 58). La quimera correspondiente a Clock, que al igual que Tgo no posee NES candidatas, 

presentó una localización subcelular más citoplasmática que la del control EGFP (N/C= 0.9). 

Este cociente no se alteró tras el agregado de LMB (N/C=1.0). Tomados en conjunto, este 

bloque de resultados sugiere que una amplia gama de proteínas de la familia bHLH-PAS de 

Drosophila podrían estar reguladas a nivel de la exportación nuclear mediada por CRM1.  

   Como se mencionó más arriba, el alineamiento de secuencias de los dominios bHLH de las 

distintas proteínas de la familia sugiere que algunas de ellas presentan una de las NES 

candidatas pero no ambas. Para evaluar si en los casos en que existen NES únicas, estas NES 

podrían también ser funcionales, utilizamos la misma estrategia fusionando los motivos HLH a 

EGFP. Dentro de este grupo, analizamos las proteínas Dysfusion y Single-minded de 

Drosophila. Tanto EGFP-DysHLH como EGFP-SimHLH mostraron una localización 

preponderantemente citoplasmática con una relación N/C de 0.9. El agregado de LMB tornó a 

más nucleares a ambas proteínas,  dando lugar a relaciones N/C de entre 1.3 y 1.5 (Fig. 58). 

Estos resultados muestran que las señales de exportación únicas que están presentes en el 

dominio bHLH de un subgrupo de proteínas bHLH-PAS podrían también ser funcionales, 

ampliando el número de proteínas potencialmente regulables por CRM1. 
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Figura 58: Las señales de exportación nuclear NES1 y NES2 se encuentran presentes en otras proteínas 
de la familia bHLH-PAS. (A-G) Se transfectaron en células S2 fusiones de EGFP a diferentes motivos HLH 
de factores de transcripción de la familia bHLH-PAS. La localización subcelular de las quimeras se analizó en 
presencia o en ausencia de LMB (Barra de escala: 10μm). (H) Se cuantificó por microscopía confocal la 
intensidad de fluorescencia relativa entre el núcleo y el citoplasma, analizándose al menos 10 células 
transfectadas con cada construcción y en cada condición (relación N/C: Núcleo vs. Citoplasma). Los 
resultados fueron analizados utilizando el test T-Student  (*: p<10-4; n>10).  
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1- Regulación de la localización subcelular dependiente de oxígeno de HIF-α  

  Se ha reportado que la localización subcelular de la proteína HIF-1α humana se regula por 

oxígeno, localizándose en el citoplasma en normoxia y en el núcleo en hipoxia (Kallio y col., 

1998). El proceso de importación nuclear ha sido caracterizado en bastante profundidad. La 

importación esta mediada por la vía clásica de importina-α/importina-β, donde la unión entre 

HIF-1α e importina-α depende de la señal de localización nuclear C-terminal bipartita (C-NLS) 

de HIFα (Depping y col., 2008; Luo y Shibuya, 2001). Sima, al igual que HIFα, posee una 

localización subcelular regulada por el oxígeno (Dekanty y col., 2005; Lavista-Llanos y col., 

2002). En nuestro laboratorio, M. Irisarri, demostró que la entrada de Sima al núcleo también 

depende de una NLS bipartita ubicada en la porción C-terminal de la proteína (Romero y col., 

2008). Al comienzo de esta tesis, había en el campo de la regulación de la localización 

subcelular de HIFα, muchas preguntas por responder: ¿HIF-α es exportado de núcleo? ¿A 

través de qué mecanismo se exporta? ¿En qué contexto se torna relevante la exportación de 

HIF-α? ¿La importación y/o exportación de HIF-α están reguladas por oxígeno?¿Por qué sería 

necesario un mecanismo que regule la actividad de HIF mediante el control de la localización 

subcelular de su subunidad-α, dado que existen eficientes mecanismos que controlan la vida 

media y actividad transcripcional de la proteína? En esta tesis se han abordado estas preguntas, 

utilizando a HIFα/Sima de Drosophila como modelo experimental, contribuyendo a clarificar 

parte de los interrogantes planteados más arriba.  

 

 

1.1- Sima es exportada del núcleo de manera dependiente de CRM1 

  Para analizar el mecanismo que controla la localización subcelular de Sima, hemos estudiado 

si dicha localización se ve afectada tras el agregado de LMB en un sistema de células S2 

transfectadas con una quimera EGFP-Sima. Esta droga, que inhibe la acción de la exportina 

CRM1, provocó un cambio en la localización subcelular de la proteína de fusión, la cual se 

tornó predominantemente nuclear, imitando una situación de hipoxia. Hemos podido observar 

resultados similares cuando la proteína HIF-1α humana fue transfectada en células U2OS, ya 

que la correspondiente proteína de fusión a EGFP se tornó más nuclear tras el agregado de 

LMB. Estos resultados sugieren que: 1) Las proteínas HIF-α se mueven continuamente entre el 

núcleo y el citoplasma y 2) que su exportación nuclear depende de CRM1. 

  Como mencionamos anteriormente, tanto HIF-1α de mamíferos (Kallio y col., 1998), como 

Sima de Drosophila (Dekanty y col., 2005; Lavista-Llanos y col., 2002) se observan 
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mayormente en el citoplasma en normoxia y el núcleo en hipoxia. Si bien, se sugirió que esto 

odría depender de una activación de la importación nuclear en hipoxia (Kallio y col., 1998), 

nuestros resultados demuestran en cambio que la proteína se importa activamente al núcleo aún 

l 

sto a lo observado en la mutante SimaΔHLH, 

 acumulación de la proteína en el núcleo no puede deberse a cambios en su capacidad de 

teracción con el DNA.  

des accesorias para poder 

HIF-1α de dirigir la 

p

en normoxia. Hemos demostrado también que para que la proteína se encuentre localizada en e

citoplasma en normoxia, es necesario que la misma sea exportada activamente del núcleo. 

Entonces, ¿Que ocurre en hipoxia para que la proteína se acumule en el núcleo? Nuestros 

resultados sugieren que existe una disminución de la exportación de la proteína ante la falta de 

oxígeno, de modo que las velocidades relativas de importación y exportación de HIFα se verían 

alteradas, inclinando el equilibrio hacia la acumulación nuclear. Ninguno de nuestros resultados 

permite descartar que, paralelamente a la disminución de la exportación nuclear de HIFα/Sima 

en hipoxia, su importación además se vea potenciada ante la falta de oxígeno.  

 

 

 

1.2- El dominio bHLH de Sima y HIF-1α es necesario para la exportación nuclear 

  La eliminación del dominio bHLH de Sima provocó un dramático aumento de la localización 

nuclear de la proteína, aún en normoxia, sugiriendo, que este dominio está involucrado en la 

exportación nuclear de la proteína. Debe tenerse en cuenta que el dominio bHLH participa en la 

interacción de la proteína con el DNA y también en la formación del heterodímero con la 

subunidad β. Una alteración de la capacidad de unión de la proteína al DNA podría provocar 

una disminución de su retención nuclear, favoreciendo un aumento de la exportación al 

citoplasma. Dado que esto es exactamente lo opue

la

in

  Muchas proteínas necesitan dimerizarse o interaccionar con subunida

ser importadas al núcleo. De hecho, otras dos proteínas de la familia bHLH-PAS de Drosophila 

que forman heterodímeros con Tango, Trachealess y Singled-minded, necesitan de la presencia 

de Tango para poder localizarse en el núcleo (Ward y col., 1998). Por lo tanto, si este fuese 

también el caso de la proteína Sima, una disminución en su capacidad de interactuar con Tango 

provocaría un aumento de su localización citoplasmática. Siguiendo la misma línea de 

razonamiento, podemos concluir también  que el aumento de la localización nuclear de Sima 

que se observa tras la eliminación del dominio bHLH no puede explicarse ni por una 

disminución de su capacidad de formar el heterodímero con Tango.  

 Hemos evaluado la capacidad del dominio bHLH tanto de Sima como de 

exportación nuclear de la proteína reportera EGFP, en células S2. En ambos casos encontramos 

que la proteína de fusión EGFP-HIF1-α/Sima exhibía una localización claramente más 
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citoplasmática que la del control negativo EGFP y que la localización de dichas quimeras era 

sensible a LMB. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el dominio bHLH de 

HIF1-α/Sima participa en la exportación de la proteína a través de un mecanismo dependiente 

de CRM1. 

 

 

1.3- Dentro del dominio bHLH se encuentran dos NESs que participan en la exportación 

nuclear de Sima y HIF1-α 

  Utilizando algoritmos de predicción de señales de exportación, encontramos dos NESs 

dependientes de CRM1 en el dominio bHLH de Sima que se encuentran respectivamente dentro 

de las α-hélices 1 y 2. Predicciones de estructura sugieren que la zona del dominio bHLH donde 

e encontrarían las dos NESs tendría características altamente flexibles de modo que permitiría 

l encaje de CRM1 (la Cour y col., 2004). Consistentemente con estas predicciones, hemos 

emostrado que tras la deleción o mutación de la NES1 o la NES2 no sólo se ve aumentada la 

inuida la 

que las NES predichas en los distintos grupos filogenéticos serían 

s

e

d

localización nuclear de Sima en normoxia, sino que también se encuentra dism

velocidad de su exportación nuclear en ensayos de reoxigenación. Estos resultados sustentan 

fuertemente la hipótesis de que los efectos observados tras la eliminación completa del dominio 

bHLH se deben efectivamente a una alteración directa del proceso de exportación de la proteína. 

 Por alineamiento de secuencias hemos podido inferir que estas NESs en el dominio bHLH se 

encuentran conservadas en todos los homólogos de HIF-1α que hemos analizado, pertenecientes 

a diversos grupos filogenéticos, incluyendo insectos, peces, anfibios, aves y mamíferos. En 

ningún caso, hemos identificado posibles NESs en las subunidades HIF-β. Nuestros 

experimentos con quimeras en las que la proteína HIF-1α humana fue fusionada a EGFP, 

sustentan la hipótesis de 

funcionales, ya que la mutación de dos de los residuos hidrofóbicos en la NES1 y la NES2 de la 

proteína HIF-1α humana provoca un aumento de la localización nuclear, acompañado por a una 

perdida de la sensibilidad a LMB. Proponemos por lo tanto, que la exportación nuclear mediada 

por NESs presentes en el dominio bHLH es un mecanismo conservado de regulación de las 

proteínas HIF-α. 

 

 

1.4- Mecanismos dependientes e independientes de CRM1 cooperan en la exportación de 

Sima 

  En esta tesis hemos demostrado que CRM1 es responsable de la rápida exportación de Sima 

tanto en condiciones de normoxia, como durante la reoxigenación. Sin embargo, el hecho de 

que la exportación nuclear de una variante de Sima que carece del dominio entero HLH 
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(SimaΔHLH) esté retrasada pero no totalmente bloqueada, sumado a la falta de función de las 

otras dos NES predichas (NES3 y NES4), sugiere que Sima podría además estar sujeto a un 

mecanismo de exportación nuclear independiente de CRM1. En este sentido, fue reportado 

previamente que la subunidad HIF-1α humana se exporta del núcleo durante la reoxigenación a 

avés de un mecanismo que depende del factor supresor de tumores VHL (Groulx y Lee, 2002), 

l cual a su vez, se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma de manera 

 nuclear dependientes e independientes de CRM1 coexisten y 

ealizados en esta Tesis, hemos podido verificar que la localización subcelular 

e la quimera EGFP-SimaHLH no se ve influenciada por los niveles de oxígeno (datos no 

ostrados). Por lo tanto, parece ser que, si bien las NESs del motivo HLH son necesarias para la 

geno de la exportación nuclear. Deben por lo tanto existir otros elementos dentro de la 

tr

e

independiente de CRM1 (Bonicalzi y col., 2001). Es razonable por lo tanto postular que 

mecanismos de exportación

cooperan en la determinación de la localización subcelular de las proteínas HIF-α.  

 

 

1.5- Exportación regulada por niveles de oxígeno 

  Como discutimos más arriba, frente a la disminución de los niveles de oxígeno, probablemente 

ocurra una reducción o bloqueo de la exportación nuclear. La regulación de la exportación de 

una proteína suele depender de la modulación de su unión a la correspondiente exportina. Los 

principales mecanismos de regulación de la exportación CRM1-dependientes descriptos hasta el 

momento se basan en el enmascaramiento inter o intramolecular de las NES, cambios en la 

afinidad de la NES por la exportina o en la retención nuclear de la proteína (Poon y Jans, 2005). 

Un claro ejemplo de exportación nuclear regulada por estímulos externos, está dado por la 

proteína p53. Esta proteína se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma, pero ante 

un daño en el DNA se genera un bloqueo de la exportación debido a que dos NESs se inhiben 

por mecanismos diferentes. La NES1 sufre una fosforilación directa en dos serinas ubicadas 

dentro de la señal, provocando una disminución de su afinidad por CRM1 (Zhang y Xiong, 

2001). La NES2 sufre de un enmascaramiento intermolecular dado por la tetramerización de 

p53 (Stommel y col., 1999). Ambos mecanismos cooperan, conduciendo a un bloqueo de la 

exportación y a la activación de la respuesta transcripcional mediada por p53 en respuesta al 

daño.  

  ¿De qué manera la exportación nuclear de HIF-α estaría regulada por los niveles de oxígeno? 

En experimentos r

d

m

exportación nuclear de la proteína, este dominio no es suficiente para la regulación dependiente 

de oxí

proteína que regulen la interacción entre las NESs y CRM1. A priori, una posibilidad podría 

haber sido que la dimerización con HIFβ/Tango o la unión al DNA provocase un 

enmascaramiento de las NESs, impidiendo la unión de CRM1, inhibiendo por lo tanto la 
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exportación. Nuestros resultados en los que se manipularon los niveles de Tango no mostraron 

efecto sobre la localización subcelular de Sima, sugiriendo que Tango no interviene en la 

exportación. No podemos sin embargo descartar que los embriones de Drosophila presenten 

“efecto materno” (aporte de mRNA por parte del ovario de la madre) que mantenga niveles 

relativamente elevados de proteína Tango durante los experimentos. Los fenotipos traqueales 

observados en el mutante TgoPY sugerirían sin embargo que los niveles de Tango están 

severamente reducidos.  

  Se ha reportado que HIF-α sufre una gran variedad de modificaciones postraduccionales en 

respuesta a cambios en los niveles de oxígeno. Probablemente, las modificaciones más 

levantes son la hidroxilación de las prolinas localizadas en el ODDD (Bruick y McKnight, 

001; Epstein y col., 2001; Ivan y col., 2001; Jaakkola y col., 2001) y de la asparragina en el 

y col., 2002a; Lando y col., 2002b), aunque 

is o eventualmente, definir otros mecanismos por los cuales el oxígeno regula la 

re

2

dominio C-terminal (Hewitson y col., 2002; Lando 

también se ha reportado la existencia de fosforilación en serinas y treoninas (Minet y col., 2001; 

Richard y col., 1999; Sodhi y col., 2000) y acetilación de HIFα (Jeong y col., 2002; Tanimoto y 

col., 2000), entre otras modificaciones dependientes de oxígeno. Una posibilidad es que alguna 

de estas modificaciones post-traduccionales altere la afinidad de las NES por CRM1 o que 

simplemente modifique el plegamiento de HIF-α, exponiendo u ocultando las NES. En este 

sentido, M. Irrisari encontró en nuestro laboratorio, que el reemplazo de la prolina hidroxilable 

por alanina (P850A), lo cual impide la hidroxilación por parte de Fatiga, induce la localización 

constitutivamente nuclear de Sima aún en normoxia (Irisarri y col., manuscrito en preparación). 

También en el mutante de Fatiga se observa localización de Sima constitutivamente nuclear, 

indicando una relación directa entre la hidroxilación de la prolina 850 y la localización 

subcelular de la proteína. Es razonable postular que la hidroxilación de P850 podría generar un 

cambio en la conformación de Sima, ocasionando que las NES queden expuestas para unirse a 

CRM1. En este modelo, la falta de hidroxilación de P850 provocaría que las NES queden 

enmascaradas e inaccesibles a CRM1. Experimentos adicionales permitirán contrastar esta 

hipótes

exportación de HIFα.  

  

 

 

2- La exportación nuclear de HIF-α como mecanismo para controlar la actividad del 

factor de transcripción 

  Hemos demostrado que Sima se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma y que en 

normoxia, la exportación nuclear prevalecería sobre la importación. A fin de determinar si la 

exportación nuclear de Sima puede representar un mecanismo de control de la actividad 
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transcripcional del heterodímero, medimos el grado de activación de la vía de respuesta a 

hipoxia en embriones que tenían mutadas las NES del dominio bHLH de Sima, viéndose por lo 

tanto afectado el mecanismo de exportación nuclear de la proteína. Dado que el dominio bHLH 

de Sima esta involucrado tanto en la interacción con el DNA, como en la dimerización con 

Tango, realizamos un screen de mutaciones dentro de cada una de las NES del dominio bHLH, 

hasta encontrar una mutación en cada una de ellas que afectaba la exportación nuclear, pero 

mantenía intacta su capacidad de interaccionar con Tango. Logramos identificar dos mutantes 

de Sima, las variantes SimaL104A y SimaM115A, que si bien eran transcripcionalmente 

activas, ambas presentaban una reducción de alrededor del 40% de su actividad en cultivos 

celulares en condiciones que simulan hipoxia extrema. Cuando la actividad transcripcional de 

estas dos mutantes de Sima fue analizada in vivo, en embriones transgénicos en condiciones de 

normoxia, en ambos casos pudo verificarse un claro aumento de la actividad de la proteína en 

comparación con la actividad de Sima salvaje. Nuestra interpretación es que, dañando el 

mecanismo de exportación nuclear de Sima, se incrementa la actividad del heterodímero Sima-

Tgo en normoxia, ya que esta condición la exportación nuclear cobra máxima importancia como 

mecanismo regulatorio negativo. El efecto es especialmente notable si se considera que la 

actividad intrínseca de estas variantes de Sima (en condiciones de máxima activación de la vía) 

es menor que la actividad de la proteína salvaje. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la 

exportación nuclear de Sima contribuye a la regulación dependiente de oxígeno de la actividad 

transcripcional, agregando un nuevo elemento a la complejidad regulatoria de las proteínas HIF-

α (Fig. 59).  
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Figura 59. Modelo de regulación de la localización subcelular dependiente de de oxígeno de 
HIF-α. HIF-α se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma, siendo importado por el 
complejo importina-α/importina-β y exportado por CRM1.  La disminución de los niveles de oxígeno 
alteraría las velocidades relativas de importación y exportación, provocando un cambio en la 
localización de esta subunidad en el equilibrio. La localización nuclear en hipoxia permite la unión a 
los HRE, provocando la transcripción de los genes blanco. 
 

 

3- Exportación vs. Degradación de HIF-α 

  ¿Cómo interacciona este nuevo mecanismo regulatorio (la exportación nuclear) con 

mecanismos previamente caracterizados tales como la degradación en el proteasoma de 26S? Si 

bien se ha reportado que la degradación proteasomal de las proteínas HIF-α de mamíferos 

puede ocurrir tanto en el núcleo como en el citoplasma, la eficiencia con la que este proceso se 
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da en cada  uno de los compartimentos parece depender del tipo celular. Se ha reportado que en 

células en activa proliferación, la degradación sólo ocurriría con alta eficiencia en el citoplasma, 

mientras que en células que no están proliferando, la eficiencia de la degradación proteasomal 

sería similar en ambos compartimentos (Berra y col., 2001b; Zheng y col., 2006).  En línea con 

esto, podemos especular que en las células proliferativas, HIF-α debería primero ser exportado 

del núcleo para poder ser degradado en el citoplasma, mientras que en células que no están 

proliferando, la exportación nuclear no sería un requisito necesario para la degradación. 

Siguiendo con esta línea de razonamiento, la exportación nuclear de HIFα sería un mecanismo 

regulatorio especialmente relevante durante el desarrollo embrionario y en células cancerígenas, 

las cuales son altamente proliferativas. En tipos celulares poco proliferativos, la degradación 

proteasomal y la exportación nuclear funcionarían como dos mecanismos paralelos que 

operarían de manera aditiva o sinérgica para conseguir el silenciamiento de la actividad del 

factor de transcripción en condiciones de normoxia.  

  Dado que el control de la actividad de muchos factores de transcripción ocurre generalmente a 

distintos niveles, a través de mecanismos parcialmente redundantes que operan de manera 

simultánea para asegurar un control preciso de la actividad transcripcional, es razonable postular 

que HIFα también esté controlado por mecanismos parcialmente redundantes (exportación 

nuclear y degradación proteasomal) que cooperan en el silenciamiento de la proteína. 

  En Drosophila, no se ha estudiado en qué compartimento ocurre la degradación proteasomal 

de Sima; sin embargo, debido a la alta similitud en los mecanismo regulatorios de esta vía entre 

los dos modelos experimentales, podemos especular que la degradación también ocurre en 

ambos compartimentos.  

 

4- NES1 y NES2 están conservadas en el dominio bHLH de otras proteínas de la familia 

bHLH-PAS 

  Por alineamiento de secuencias, hemos podido inferir que las NESs dependientes de CRM1 se 

encuentran conservadas en las α-hélices del dominio bHLH de varias proteínas de la familia 

tanto en Drosophila como en otras especies (Figura 57). En humanos, el receptor de compuestos 

aril hidrocarbonados (Ahr) tiene conservadas ambas NESs, NES1 y NES2, dentro del dominio 

bHLH y se ha demostrado que dichas NES son funcionales (Ikuta y col., 2002; Pollenz y 

Barbour, 2000). Los estudios reportados en esta tesis amplían esta observación ya que 

nio bHLH de varios otros miembros de la familia encontramos que existirían NESs en el domi

bHLH-PAS, sugiriendo que la regulación basada en la exportación nuclear de estas proteínas es 

un mecanismo que define a un subgrupo de estos factores de transcripción. Hemos analizado la 

localización subcelular de varias quimeras EGFP-HLH correspondientes a diferentes proteínas 

bHLH-PAS de Drosophila y encontramos que los motivos HLH que contienen las NESs 
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predichas efectivamente son capaces de promover la exportación nuclear del reportero. 

Interesantemente, algunas de estas proteínas contienen tanto la NES1 como la NES2; éstas son 

la proteína circadiana Cycle y el regulador maestro del desarrollo del sistema respiratorio 

Trachealess, además de Sima, ampliamente caracterizada en esta Tesis.  

  Otro subgrupo de proteínas de la familia presenta solamente la NES1, como por ejemplo el 

regulador maestro del desarrollo de la glia Singled-minded y Dysfusion, que es un factor de 

transcripción que promueve la fusión de ramas traqueales. Si bien tanto la NES1 como la NES2 

son requeridas para la exportación nuclear de Sima, en estas proteínas que contienen solamente 

una NES (la NES1), hemos observado que dicha NES es suficiente para mediar la exportación 

nuclear, al menos en el contexto del motivo HLH aislado. Queda por responder si la presencia 

de una sola NES dentro del dominio bHLH es suficiente para interaccionar con CRM1, en el 

contexto de la proteína entera.  

  Otro punto que es interesante destacar es que, las NESs de los dominios bHLH estarían 

guna NES 

s que la presencia de las dos NESs y la exportación dependiente de 

RM1 en general representan un mecanismo que contribuye a la regulación de la actividad 

ína Ahr de mamíferos, la cual es activada por los ligandos xenobióticos (Pollenz y 

 

presentes solamente en una de las dos subunidades de los heterodímeros: tanto Sima como 

Trachealess, Singled-minded y Dysfusion presentan al menos una NES en el dominio bHLH, 

pero Tango, que representa la subunidad β en todos estos casos, no tiene ninguna NES. Lo 

mismo ocurre en el caso de Cycle y Clock; mientras que Cycle presenta las dos NESs en el 

dominio bHLH, la proteína Clock que forma el heterodímero con Cycle,  no tiene nin

dentro de este dominio. 

 

  ¿Por qué estas NES estarían conservadas en muchos miembros de la familia bHLH-PAS? 

Proponemos en esta Tesi

C

transcripcional de miembros de esta familia que están controlados por estímulos externos, tales 

como la prote

Barbour, 2000), o Sima cuya actividad depende de la tensión ambiental de oxígeno (Bacon y 

col., 1998; Centanin y col., 2005; Dekanty y col., 2005; Gorr y col., 2004; Lavista-Llanos y col., 

2002; Nambu y col., 1996). Consistentemente con esto, se ha descripto que la localización 

subcelular de un típico regulador del desarrollo, Trachealess, está también regulada por la 

actividad de la vía de PI3K/Akt (Jin y col., 2001). Por lo tanto, es concebible que otros 

miembros de la familia bHLH-PAS, tales como la proteína circadiana Cycle u otras proteínas 

bHLH-PAS implicadas en procesos de desarrollo, como Singled-minded y Dysfusion, puedan 

también estar moduladas por señales que regulan su localización subcelular. Trabajos futuros 

permitirán determinar fehacientemente hasta qué punto y en qué medida la exportación nuclear 

dependiente de CRM1 es una característica típica de la regulación de muchas proteínas de la 

familia bHLH-PAS. 
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CONCLUSIONES 

 

• Sima se mueve continuamente entre el núcleo y el citoplasma y la exportación 

nuclear depende al menos en parte de CRM1. 

Sima contiene dos Señales de Exportación Nuclear, NES1 

hélice 2.  

• La exportación de Sima regula negativamente la respuesta transcripcional a 

 

 

• Sima se exporta rápidamente luego de la reoxigenación, con un tiempo medio de 

exportación de tres minutos. 

 

• La exportación de Sima parece no depender de Tango. 

 

• El dominio bHLH de 

hacia la porción C-terminal de la hélice 1 y NES2 hacia la parte N-terminal de la 

 

• La NES1 y la NES2 son secuencias canónicas de reconocimiento de CRM1 que 

median la exportación nuclear de la proteína. 

 

hipoxia. 

 

• HIF-1α humano parece estar regulado, al menos en parte, por CRM1 a través de 

la NES1 y la NES2 que están conservadas filogenéticamente. 

• La NES1 y la NES2 se encuentran además conservadas en otras proteínas de la 

familia bHLH-PAS, pero en solamente una de las dos subunidades que 

conforman el heterodímero. 

 

• La exportación nuclear CRM1-dependiente podría funcionar como mecanismo 

regulatorio  de una amplia gama de proteínas de la familia bHLH-PAS. 
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MA ODOS 

 

1- C s

1.1-Con

  Para generar la construcción EGFP-Sima, la secuencia codificante de EGFP fue amplificada a 

partir del plásmido pEGFP-C1 (clontech, In

sentido  (5´GCTTCG GATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG3´) y antisentido 

(5´GCTTCGCCGCGGGGTGGATCCCGGGCCTGC3´), que incluyen sitios de restricción para 

SacII  en sus extremos 5´. A continuación, clonamos el producto de PCR en el sitio SacII en 

fase n mega). Finalmente, EGFP-

Sima fue subclonada en los sitios XbaI-NotI del vector pMT/Bip/V5-His.  La eliminación de 

EG p

posterio

 

  EGFP-SimaΔHLH fue obtenida por digestión parcial de pMT-EGFPSima con la enzima NruI 

y p e

aminoá

 

  Las mutaciones SimaF92Y, SimaL101A, SimaM115A y SimaI124A fueron generadas por 

PCR de ensamblaje; el producto result

pares de bases, el cual reemplazó al fragmento salvaje original en pMT-EGFPSima. Para la PCR 

de ensamblaje se utilizaron los oligonucleotidos externos comunes sentido: 

(5´G T

(5´AGC nuclótidos internos 

específicos para cada caso: SimaF92Y sentido 

(5'C

(5'GCA

CTGCTTTGCCAGCGAAAACCGACGATGTCAAC3') y antisentido 

(5'GTTGACATCGTCGGTTTTCGCTGGCAAAGCAG3'), SimaM115A sentido 

(5'GCCTCCGTGGCTAGGATCACCATCGCTTTCC3') y antisentido 

(5'G

(5'CGC tisentido 

'TGCAGCATTTCACGAGCCTTGAGGAAAGCG-3'). La secuencia de EGFP fue eliminada 

por digestión con EcoRI y posterior religación. 

 

TERIALES Y MÉT

on trucciones de DNA 

strucciones utilizadas en células S2 

c.) utilizando los siguientes oligonucleótidos: 

CCGCGGTCTA

 co  la secuencia codificante de Sima en el vector pGEM-T (Pro

FP ara los análisis de actividad transcripcional se realizó por digestión con EcoRI y 

r religación. 

ost rior religación. Esto resultó en la deleción de 141 nucleótidos comprendiendo los 

cidos 78 a 124 de Sima.  

ante fue digerido con BglII dando un fragmento de 706 

A CACATGGTCCTGCTGGAGTT3´) y antisentido: 

TAGTGGAAGAAGTCCTTGATCT-3´) y los siguientes oligo

AAGGAGACAGAGATATACATGGAACTCTCGGCTGC3') y antisentido 

GCCGAGAGTTCCATGTATATCTCTGTCTCCTTG3'), SimaL101A sentido (5'-

GAAAGCGATGGTGATCCTAGCCACGGAGGC3') y SimaI124A sentido 

TTTCCTCAAGGCTCGTGAAATGCTGCA3') y an

(5
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 El reportero transcripcional pGL3-HRE-Luc para transfección de células S2 fue generada 

reviamente en el laboratorio (Dekanty y col., 2005). Las construcciones utilizadas 

ol negativo y positivo en ensayos de transfección en células S2, 

Dr. 

CGCTTTCCTCAAGATTCGCGAAATGCTGCAGTT

TTAGC3’) y antisentido 

p

respectivamente como contr

EGFP, y EGFP-NES en el plásmido pMT/Bip/V5-His, fueron gentilmente cedidas por el 

Christos Samakovlis de la Universidad de Estocolmo (Roth y col., 2003). 

Las construcciones EGFP-NES1-4 y EGFP-NES2mut fueron generadas utilizando 

oligonucleótidos fosforilados, los cuales fueron insertados los sitios XbaI y NotI del plásmido 

pMT/Bip/V5-His-EGFP (Roth y col., 2003). Los oligonucleótidos utilizados en cada caso 

fueron los siguientes: NES1, 

 Sentido (5’PhoCTAGATTCATGGAACTCTCGGCTGCTTTGCCATTGTAAGC3’) y 

antisentido (5’PhoGGCCGCTTACAATGGCAAAGCAGCCGAGAGTTCCATGAAT3’); 

NES2, sentido 

(5’PhoCTAGAATGAGGATCACCAT

C

(5’PhoGGCCGCTTAGAACTGCAGCATTTCGCGAATCTTGAGGAAAGCGATGGTGATC

CTCATT3’); NES2mut, sentido 

(5’PhoCTAGAATGAGGGCCACCATCGCTTTCGCCAAGATTCGCGAAATGCTGCAGTT

CTTAGC3’) y antisentido 

(5’PhoGGCCGCTTAGAACTGCAGCATTTCGCGAATCTTGGCGAAAGCGATGGTGGCC

CTCATT3’); NES3, sentido 

(5’PhoCTAGATTCAGGACTTTCCAGCAGCTGCAGCAGGAGTTGCAGTTGCAGGAGGA

ATAAGC3’) y antisentido 

(5’PhoGGCCGCTTATTCCTCCTGCAACTGCAACTCCTGCTGCAGCTGCTGGAAAGTCC

TGAAT3’); NES4, sentido 

(5’PhoCTAGACAGAACATTATCTTGAATGCAGTGCCATTGATTACCATACAGAATAA

CTAAGC3’) y antisentido 

EGFP-TrachealessHLH, EGFP-ClockHLH, EGFP-HIF1αHLH y EGFP-HIF2αHLH 

fueron generadas por clonado en fase de las secuencias codificantes correspondientes a los 

distintos motivos HLH amplificados por PCR, en los sitios XbaI y NotI del plásmido 

pMT/Bip/V5-His-EGFP, (Roth y col., 2003). Para la fusión EGFP-SimaHLH se utilizó como 

molde la construcción pMT-GFPS

(5’PhoGGCCGCTTAGTTATTCTGTATGGTAATCAATGGCACTGCATTCAAGATAATGT

TCTGT3’). 

EGFP-SimaHLH, EGFP-TgoHLH, EGFP-SimHLH, EGFP-DysHLH, EGFP-CycleHLH, 

ima con los primers: sentido 

´GCTCTAGATCTCGCGATGCGGCTAGATGTC3´) y antisentido 

(5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTAGAACTGCAGCATTTCGCGAATCTTG3´). Para las 

fusiones EGFP-TgoHLH, EGFP-SimHLH, EGFP-DysHLH y EGFP-CycleHLH las secuencias 

(5
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correspondientes fueron amplificadas a partir de DNAc obtenido a partir de de células S2 

utilizando los siguientes oligonucleótidos: para Tango, sentido 

(5’GCTCTAGACGCCGCAACAAGATGACGGCC3’) y antisentido 

(5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTAGGTATTTCCTGTGCCACGCAGTGC3’); para Sim, 

sentido (5'GCTCTAGAAGCAAAAATGCGGCACGCACGCGAC3') y antisentido 

GAAATCACAGCGAGATCGAGAAGCGG3’) y antisentido 

AA nci

adas a partir de DNAc proveniente de embriones de Drosophila utilizan

o 

 

s 

 

 

 

 

nteniendo las mutaciones correspondientes, el cual fue posteriormente digerido con 

r

(5'AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTAATCGGGAAAGACTTGGCGCATTTTC3'); para Dys, 

sentido (5'GCTCTAGATCGACGAAGGGCGCCTCGAAGATG3') y antisentido 

(5'AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTAGAAGTAGTTGGCTTTCCGCACATAG3'); para 

Cycle, sentido (5’GCTCTA

(5’AAGG AAAAGCGGCCGCTTAGATCCCTCGCAGATGCTGCAC3’). Las secue as 

necesarias para generar las fusiones EGFP-TrachealessHLH y EGFP-ClockHLH fueron 

amplific do los 

siguientes oligonucleótidos: Trachealess, sentid

(5'GCTCTAGATCGAGGGACGCGGCGAGATCGCGGC3') y antisentido 

(5'AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTAGGAGAAATCCCTCAGCTTCAGGTAGCT3') y

Clock, sentido (5’GCTCTAGACGACGAGATCAGTTCAACTCGCTGGTC3’) y antisentido 

(5'AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTATATTTCGAAAACCTTGGAGCGATCG3').  La

secuencias para generar las fusiones EGFP-HIF1-αHLH y EGFP-HIF2-αHLH fueron 

amplificadas a partir de DNAc de células humanas (HeLa) utilizando los siguientes

oligonucleótidos: HIF1α, sentido (5’GCTCTAGATCTCGAGATGCAGCCAGATCTC3’) y 

antisentido (5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTATTTCCTCACACGCAAATAGCTGAT3’);

HIF2α, sentido (5’GCTCTAGATCCCGAGATGCTGCGCGGTG3’) y antisentido 

(5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTACTTGTGTGTTCGCAGGAAGCTGAT3’). 

 

1.2- Construcciones utilizadas para generar líneas transgénicas. Formas delecionadas o

mutagenizadas de Sima 

  Para las construcciones Sima.mNES3 y Sima.mNES4, se generó por PCR de ensamblaje un

fragmento co

BamHI y el producto resultante de 842 pares de bases fue finalmente remplazado en el vector 

pUAST-Sima. Para genera  los fragmentos por PCR de ensambaje se utilizaron los primers 

externos comunes: sentido (5’AGCTTCAACGGTCTCATCATTGTC3’) y antisentido 

(5’TTCTTTAGTACCGAGTTCGACTGCTG3’). Las mutaciones fueron introducidas 

utilizando los siguientes oligonucleótidos internos degenerados específicos que contenían las 

mutaciones correspondientes: para  Sima.mNES3, sentido 

(5’GCAGCAGGAGGCTCAGGCTCAGGAGGAACAG3’) y antisentido 

(5’CTGTTCCTCCTGAGCCTGAGCCTCCTGCTGC3’); para Sima.mNES4, sentido (5’- 
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GCAGTGCCATTGGCTACCGCACAGAATAACAAG3’) y antisentido 

(5’CTTGTTATTCTGTGCGGTAGCCAATGGCACTGC3’). 

 

Para generar SimaΔNES1, SimaΔNES2, Sima.mNES1, Sima.mNES2 se amplificaron por 

PCR de ensamblaje fragmentos conteniendo las mutaciones correspondientes, los cuales fueron 

posteriormente digeridos con BglII y el producto resultante de 706 pares de bases, remplazado 

en el vector pMT-EGFPSima. Para la PCR de ensamblaje se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos externos comunes: sentido (5´GATCACATGGTCCTGCTGGAGTT3´) y 

antisentido (5´AGCTAGTGGAAGAAGTCCTTGATCT3´); y los siguientes oligonucleótidos 

internos degenerados específicos conteniendo las mutaciones: para SimaΔNES1, sentido 

(5’CAGAGATAAAAACCGACGATGTCAACCAACTGG3’) y antisentido 

(5’CGGTTTTTATCTCTGTCTCCTTGGAGCGACGA3’); SimaΔNES2, sentido 

(5’CTGGGCACCACGGAGGCCTTGTCCAGTTGGTTGACATC3’) y antisentido 

(5’CCTCCGTGGTGCCCAGCTTGCGCGACTGCAATG3’); Sima.mNES1, sentido 

(5’ATTCATGGCAGCCTCGGCTGCTGCACCATTGAA3’) y antisentido 

(5’TTCAATGGTGCAGCAGCCGAGGCTTCCATGAAT3’); Sima.mNES2, sentido 

(5’GATGAGGGCCACCATCGCTTTCGCCAAGATTCG3’) y antisentido 

(5’CGAATCTTGGCGAAAGCGATGGTGGCCTCTATC3’). Una vez obtenidas, las formas 

mutagenizadas de Sima fueron subclonadas en el vector pUAST (Brand y Perrimon, 1993),  

utilizando los sitios de restricción EcoRI y NotI.  

 

  Las demás formas mutagenizadas de Sima (SimaΔHLH, SimaF92Y, SimaL101A, 

SimaM115A y SimaI124A)  fueron generadas en el vector pMT-EGFPSima como se describió 

ás arriba y luego clonadas en el vector pUAST  (Brand y Perrimon, 1993) usando los sitios de m

restricción EcoRI y NotI. 

 

1.3- Construcciones de HIF utilizadas para experimentos en células de mamíferos 

La secuencia del HIF-1α humano fue amplificado por PCR utilizando como molde DNAc de 

células HeLa y los oligonucleótidos sentido 

(5’CGGGGTACCGCGAACGACAAGAAAAAGATAAGTTC3’) y antisentido 

(5’CGGGGTACCTTTAGGTAGTGAGCCACCAGTGTCC3’) conteniendo sitios para KpnI en 

los extremos. El fragmento de PCR resultante fue clonado en el vector pEGFP-C1 (Clontech, 

Inc.) utilizando los sitios KpnI. 

 

Para la construcción HIF-1α NES12mut se generó un fragmento por PCR de ensamblaje 

conteniendo las mutaciones correspondientes, el cual fue posteriormente digerido con HindIII y 
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el producto resultante de 912 pares de bases fue remplazado en la construcción pEGFP-C1-HIF-

1α. Se realizaron dos PCR de ensamblaje consecutivas; en la primera se introdujeron las 

utaciones correspondientes a la NES1 y en la segunda, se introdujeron las mutaciones 

GCTTTCTCGCTCTCAAGTTGC3’), 

onteniendo en sus extremos los sitios de restricción EcoRI o NotI. Se utilizaron como molde  a 

 el vector pEG-202.  

 de penicilina y 50 μg/ml de estreptomicina. Las transfecciones 

e realizaron con un total de 5 μg/ml de DNA, utilizando el método del fosfato de calcio 

m

correspondientes a la NES2, utilizando como molde el producto de la primera PCR de 

ensamblaje. Ambas PCRs de ensamblaje se realizaron utilizando los oligonucleótidos externos 

sentido (5’CTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCG3’) y antisentido 

(5’CTGGTCATCAGTTTCTGTGTCGTTGCTG3’); los oligonucleótidos internos de la primera 

PCR de ensamblaje fueron los siguientes: sentido 

(5’GCTTGCTCATCAGGCTCCAGCTCCACATAATGTG3’) y antisentido 

(5’CACATTATGTGGAGCTGGAGCCTGATGAGCAAGC3’); los de la segunda PCR de 

ensamblaje fueron: sentido (5’GATGAGGCTTACCGCCAGCTATGCTCGTGTGAG3’) y  

antisentido (5’CTCACACGAGCATAGCTGGCGGTAAGCCTCATC3’). 

 

1.4- Construcciones empleadas en los  ensayos de doble híbrido en levaduras 

El plásmido pJG4-5.Tango fue gentilmente cedido por el Dr. Steve Crews (Ward y col., 1998). 

Para generar las construcciones empleadas como presa, la porción amino terminal de Sima 

(aminoácidos 32-494) o de las mutantes SimaF92A, SimaL101A, SimaI124A, y SimaM115A 

fueron amplificadas por PCR utilizando los oligonucleótidos comunes sentido: 

(5’CGGAATTCTGTTCCTCTTCGTTCTCGTCCTCCCCACC3’) y antisentido: 

(5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTATTTCTCT

c

los plásmidos pUAST-Sima, pUAST-SimaF92A, pUAST-SimaL101A, pUAST-SimaI124A o 

pUAST-SimaM115A. Posteriormente, cada uno de los fragmentos de 1393 pares de bases 

correspondientes a cada una de las variantes de Sima fue digerido con las enzimas de restricción 

mencionadas y clonados en

 

 

2- Líneas celulares 

2.1- Células S2 de Drosophila. Mantenimiento, transfección y tratamientos farmacológicos 

Todas las construcciones empleadas para transfectar células S2 de Drosophila fueron clonadas 

en el vector pMT/Bip/V5-His (Invitrogen). Las células fueron cultivadas a una temperatura de 

25ºC en medio Scheineider para células de Drosophila (Sigma), conteniendo 10% de suero fetal 

bovino (Gibco), 50 unidades/ml

s

(Invitrogen). La expresión de las proteínas recombinantes fusionadas a EGFP fue inducida por 

agregado de 0,4 mM de sulfato de cobre durante 4 a 6 horas. Para el tratamiento de las células 
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con Leptomicina B (LMB, Sigma), se aplicó dicha droga a una concentración final de 30 mM 

durante 2 horas –6 a 12 horas luego de la inducción con sulfato de cobre- y el resultado fue 

visualizado inmediatamente después en el microscopio confocal. Para marcar los núcleos se 

aplicó la solución de Hoechst 33342, a una concentración final de 2,24 μg/ml durante 5 

minutos. 

 

2.2-  Células COS-7: Mantenimiento, transfección y tratamientos 

Para los experimentos de transfección transitoria realizados en esta tesis, se utilizaron células de 

las líneas COS-7 y U2OS. Estas líneas celulares fueron mantenidas en placas de plástico de 10 

cm de diámetro con medio completo a 37 °C en una atmósfera con 5% de CO2. Como medio 

completo se utilizó D-MEM con baja glucosa (Invitrogen), al cual se le agregó 10% v/v de 

suero fetal bovino y antibióticos (100 U/ml final de penicilina y 100 µg/ml final de 

streptomicina). Antes de que las células alcancen la confluencia total, se aspiró el medio de 

mbiente durante 

 

nálisis 

ad de 6 μl de lipofectamina.  

- Medición de la actividad transcripcional de las mutantes de Sima en células S2 

os de transfección transiente destinados a determinar la actividad 

as 

e

cultivo y se colocó 1 ml de tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a temperatura a

dos o tres minutos, se detuvo la reacción con 3 mililitros de medio completo, se replaqueó entre

1/4 y 1/8 del volumen a una nueva placa de plástico de 10 cm y se llevó a 8 ml de volumen final 

con medio completo. Las células fueron congeladas en N2 líquido y descongeladas siguiendo 

protocolos convencionales. 

  Las células COS-7 y U2OS fueron transfectadas con el kit Transit-LT1 (mirrus) o con 

Lipoafectamina 2000 (invitrogen) siguiendo las indicaciones de los fabricantes. Para el a

de la localización subcelular de HIF-1α se plaquearon las células U2OS en placas de plástico de 

6 pocillos (cada pocillo tiene un diámetro aproximado de 3,5 cm) dos días antes de realizar la 

transfección. En el caso de los experimentos de co-inmuprecipitación las células COS-7 se 

sembraron en placas de 10 cm el día previo a realizar la transfección.  La cantidad de plásmido 

total transfectado se ajustó a 2 μg para una cantid

 

3

 En los experiment

transcripcional de distintas variantes de Sima, se plaquearon 1x106 células por pocillo en plac

de 12 pocillos. Se transfectaron 6.0 µg totales de DNA por reacción de transfección y en todos 

los ensayos se co-transfectó, junto con la mutante de Sima que se quería analizar (2 μg), el 

reportero LDH-Luciferasa (3 μg) y el plásmido pAct-LacZ (1μg) para normalizar la eficiencia 

de transfección. Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando el Kit Calcium Phosphate 

Transfection Kit (Invitrogen). Veinticuatro horas después de la tranfección se indujo la 

expresión de las construcciones de Sima con sulfato de cobre y veinte horas antes de la 

medición de luciferasa se agregó desferrioxiamina (DFO).  
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3.1- Medición de actividad luciferasa 

  Para medir actividad luciferasa se utilizó el kit comercial Steady-Glo luciferase assay system 

(Promega), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Las determinaciones de 

actividad luciferasa se realizaron en un luminómetro TECAN, Genios. 

 celulares (modificado del 

a línea conteniendo el reportero transcripcional: LDH.LacZ fue generada previamente en el 

ffe y A. 

 

3.2- Medición de actividad β-galactosidasa a partir de extractos

Molecular Cloning Laboratory Manual (Golemis, 2001). 

  A efectos de normalizar la eficiencia de transfección se midió la actividad β-galactosidasa (β-

gal), utilizando o-nitrofenil β-D-galactopiranósido (ONPG) como sustrato. Se tomaron 150 μl 

de células, las cuales fueron centrifugadas (2 min 7000 rpm) y el pellet resultante fue 

resuspendido en buffer de lisis (0.1M Tris-Cl pH 7.8, 0.5% Tritón X-100). El producto de lisis 

fue centrifugado 3 min a 2500g (4°C) y el sobrenadante fue utilizado para medir actividad. El 

ensayo se llevó a cabo por duplicado en una placa de 96 pocillos, para lo cual se colocaron en 

cada pocillo 180 μl de buffer de reacción (1.1 mM de Cl2Mg, 50 mM de β-mercaptoetanol, 1 

mg/ml de ONPG, Buffer fosfato de sodio 0.1 M pH7.5) y 20 μl de extracto celular. La reacción 

se llevó a cabo a 37˚C y se determinó la absorbancia a 415 nm a diferentes tiempos (0, 10, 20, 

30 y 40 minutos). 

 

3.3- Normalización 

 La normalización de los resultados se llevó a cabo calculando el cociente entre los valores de 

actividad luciferasa y β-galactosidasa obtenidos para cada pocillo de células transfectadas. 

 

 

4- Líneas de moscas utilizadas 

L

laboratorio (Lavista-Llanos y col., 2002). La línea en.Gal4/CyO (generada por K. Yo

Brand) fue gentilmente provista por Ana Macias de la Universidad Nacional de Córdoba.  La 

línea en.Gal4/Tm3 fue generada previamente en el laboratorio por Maximiliano Irizarri. La línea 

UAS.Sima generada previamente en el laboratorio (Lavista-Llanos y col., 2002). 

UAS.GFPn.lacZ fue cedida por Shigeo Hayashi del “Riken Center for Developmental Biology” 

en Kobe, Japón. La línea TgoPY fue obtenida del Banco de moscas de la Universidad de 

Indiana en Bloomington, USA.  
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5- Moscas transgénicas 

icas se utilizó la estrategia de transformación de la línea 

obre una cinta doble faz 

egada a un portaobjetos e inyectados no más de 30 minutos luego de la ovipuesta. Para las 

al Narishige PC-10 (seteado en dos 

s, anaranjados o rojos, lo cual denota la presencia del elemento P 

el genoma. Las inserciones en cada una de las líneas transgénicas obtenidas fueron  

er más adelante), luego de lo cual se 

6- Cromosomas Balanceadores 

les inversiones en ambos brazos, lo que 

normales. Cuando estos cromosomas llevan también mutaciones como marcadores fenotípicos 

dominantes, se convierten en herramientas poderosas para el análisis de segregación en la 

progenie y en la síntesis de genotipos definidos. Los cromosomas balanceadores pueden, 

además, llevar marcadores moleculares (como los genes LacZ o GFP), que permiten su 

identificación por tinción y/o directamente al microscopio de fluorescencia, en estadios 

embrionarios o larvales. Esto es particularmente útil en el análisis de poblaciones de embriones, 

ya que permite identificar individuos homocigotos para la mutación de interés por ausencia del 

cromosoma balanceador. 

Otra característica de los cromosomas balanceadores es que portan mutaciones letales recesivas, 

lo cual impide la obtención de individuos homocigotos para el balanceador. Esto constituye una 

gran ventaja porque permite la generación y el mantenimiento de líneas que portan mutaciones 

Para la generación de moscas transgén

germinal mediada por Elementos P. Las construcciones de DNA a transformar fueron generadas 

en el vector pUAST e inyectadas junto a un plásmido helper, que codifica para la Transposasa. 

Los embriones de genotipo yw fueron inmovilizados sin decorionar s

p

inyecciones se utilizaron capilares Narishige de 1mm de diámetro x 90mm de largo, los cuales 

fueron previamente confeccionados en un estirador vertic

etapas a 63 °C y 68.9 °C, respectivamente). La solución de inyección contenía 0,4μg/μl del 

plásmido pUAST y 0,25μg/μl de plásmido T-helper en 10μl de búfer de inyección [5mM KCl, 

0,5mM NaH2PO4 pH 7.8]; la solución a inyectar fue centrifugada durante 10 minutos a 10000g 

y transferida a un nuevo tubo antes de  la inyección. Los embriones fueron inyectados bajo un 

microscopio Olympus BH, sumergidos en aceite halocarbonado 700 (Sigma H8898) para evitar 

la deshidratación, utilizando el microinyector Tranjector 5246 (Eppendorf). Luego los 

embriones se dejaron desarrollar a 18°C durante 48 horas y las larvas que emergieron durante 

las siguientes 24 horas fueron transferidas a un vial con medio de cultivo. Los adultos obtenidos 

fueron cruzados de manera individual con moscas yw y, de la progenie obtenida, se eligieron 

moscas con ojos amarillo

integrado en 

mapearon mapeadas por análisis de segregación (v

establecieron líneas transgénicas estables homocigotas o heterocigotos contra un cromosoma 

balanceador. 

 

Los cromosomas balanceadores contienen múltip

determina que tengan una baja probabilidad de recombinación con sus cromosomas homólogos 
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letales, en donde sobrevivirán sólo aquellos adultos heterocigotas para el cromosoma 

ción homóloga 

n Drosophila la recombinación meiótica ocurre únicamente en las gametas femeninas. La 

sulta proporcional a la distancia entre las entidades a 

n elementos P tienen que portan el gen mini-white+ como marcador, 

balanceador y su cromosoma homólogo con la mutación letal de interés. 

 

7- Mapeo de las líneas transgénicas 

Con el objeto de determinar en qué cromosoma quedó insertada la construcción inyectada, 

realizamos un mapeo por análisis de segregación del marcador dominante mini-white (w+) 

codificado en el elemento P. Para ello, cruzamos machos conteniendo la construcción de interés 

(ojos rojos por el marcador w+) con hembras conteniendo dos cromosomas balanceadores (línea 

DB), para los cromosomas II y III, ambos conteniendo marcadores dominantes que se expresan 

en el estadio adulto (poseen ojos blancos, w-). Si el elemento P está inserto en el cromosoma X, 

el marcador w+es heredado solamente por las hembras pero no por los machos de la F1. En 

cambio, si el gen de interés está inserto en el segundo o en el tercer cromosoma, se obtendrán en 

la F1 machos que llevan al transgen y ambos marcadores de la línea DB simultáneamente. Para 

definir en qué cromosoma autosómico se encuentra la inserción se realiza un segundo 

cruzamiento, donde los machos de la F1 que contienen el elemento P son cruzados nuevamente 

por hembras DB. En la progenie de este segundo cruzamiento (F2) se analiza si el marcador w+ 

del transgen co-existe con el marcador dominante del segundo o del tercer cromosoma. El 

elemento P segregará de manera excluyente con respecto al marcador del cromosoma en el que 

se encuentra inserto el elemento P, mientras que co-existirá con el marcador del cromosoma en 

el que no se ha insertado. 

 

8- Recombina

E

frecuencia de recombinación re

recombinar; cuanto mayor sea la distancia entre ellas mayor es la probabilidad de 

recombinación. Dado que en la mayoría de los casos no sabíamos donde estaban ubicadas las 

entidades a recombinar, en general se analizaron entre 50 y 100 individuos para cada intento 

inicial de recombinación. 

Para generar líneas recombinantes se parte de hembras doble heterocigotas para los dos 

elementos a recombinar, para luego cruzarlas con machos conteniendo un cromosoma 

balanceador del cromosoma de interés. De la progenie, se recuperan machos individuales 

balanceados, a los que se les analiza la presencia de ambas entidades a recombinar. Este análisis 

depende en cada caso de cuáles son las entidades a recombinar. Por ejemplo, cuando las dos 

entidades a recombinar so

las moscas recombinantes se identifican por la sumatoria del color de ojos de cada uno de los 

elementos P individuales. En cambio, cuando un elemento a recombinar es una mutación letal 
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en homocigosis, la identificación se realiza mediante ensayos de letalidad por retrocruzas contra 

la línea mutante original. 

 

9- Mantenimiento de Stocks 

Las líneas de Drosophila utilizadas en los experimentos de esta tesis, se mantuvieron en medio 

de crecimiento estándar preparado a base de harina de maíz, agar, levadura, sacarosa, Nipagin y 

ácido propiónico (Ashburner, 1989). Los stocks se mantuvieron en viales de vidrio de 2,5 cm de 

diámetro y 15 cm de alto. Para la amplificación de las líneas de interés, se utilizaron botellas 

con mayor capacidad (aproximadamente 250 cm3) conteniendo el mismo medio de cultivo. El 

laboratorio cuenta con incubadoras que mantienen condiciones controladas de temperatura para 

el mantenimiento de las líneas. De acuerdo con los requerimientos de cada experimento los 

viales o botellas fueron mantenidos a 25°C o 18°C, pudiendo incubarlos por períodos cortos a 

37°C (condiciones de heat shock) para diferentes tratamientos. Para llevar a cabo los 

cruzamientos, hembras vírgenes (con menos de 6 horas de desarrollo a 25°C) y machos se 

separaron bajo la lupa sobre una plataforma gaseada con CO2 que las mantiene anestesiadas. 

Típicamente, cada cruzamiento se realizó con unas 20 hembras vírgenes y unos 5-10 machos, 

que fueron mantenidos durante dos o tres días a 25°C para una óptima ovipuesta. Esto permite 

que la progenie quede relativamente sincronizada, eclosionando las larvas en el término de dos a 

tres días. 

 

10- Recolección sincronizada de embriones y tratamientos de hipoxia  

ronizados en el desarrollo, se reemplazaron las placas de 

pos primarios: anti-Sima (1/300) generado en ratas (Bacon y col., 

(lavandina comercial), filtrados y enjuagados con agua destilada y luego transferidos a un tubo 

  Para obtener embriones sinc

ovipuesta, cada media hora. Los embriones fueron luego mantenidos a 25°C hasta alcanzar el 

estadío embrionario deseado. La hipoxia se aplicó a los embriones regulando las proporciones 

de oxígeno y nitrógeno en un incubador Forma Scientific 3131, a 25°C.  

 

11- Inmunofluorescencia de embriones 

Se utilizaron los anticuer

1998), anti-Tgo (1/100) (monoclonal) (Ward y col., 1998), y anti-Engrailed (1/10) monoclonal 

(Molecular Probes). Todos los anticuerpos secundarios utilizados (i.e. conjugados a Cy2 y Cy3) 

fueron de Jackson Laboratories. Los embriones se visualizaron por microscopía de fluorescencia 

o microscopía de Nomarski en un microscopio Olympus BX-60, o por microscopía confocal en 

un microscopio Carl Zeiss LSM5 Pascal. 

Los embriones se colectaron en placas de agar luego de ovipuestas sincronizadas u ovipuestas 

durante toda la noche (ON) y fueron dejados desarrollar por tiempos variables, según el 

experimento. Los embriones fueron decorionados en una solución de hipoclorito de sodio 2.5% 

 110



Materiales y Métodos 
 

eppendorf donde fueron fijados en una solución 1:1 heptano: fijador [3.7% formaldehído en PT] 

con agitación durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, el fijador (fase inferior) fue 

emplazado por metanol y se removió la membrana vitelina de los embriones con agitación 

ces con metanol. Los embriones fueron luego re-hidratados 

nsayos cuantitativos de actividad β-galactosidasa se procedió según Zwiebel y col, 

991). Los embriones provenientes de una placa de ovipuesta sincronizada fueron 

 2mM EDTA; 10% 

reacción enzimática se 

evó a cabo incubando 20µl del extracto con 180µl de buffer de reacción [80mM Na3PO4 

 MgCl2] conteniendo 4mM Rojo Clorofenol β-D-

re

fuerte, enjuagando varias ve

incubándolos 5 minutos en 1:1 metanol: PT y 5 minutos en PT. Luego, se bloquearon en 10% de 

albúmina sérica bovina (BSA) en PT por 2 horas a temperatura ambiente y posteriormente 

fueron incubados con el anticuerpo primario en PT (la dilución varía en cada caso) durante 4 

horas a temperatura ambiente u ON a 4°C. Se removió el anticuerpo primario y se hicieron tres 

lavados con PT durante 20 minutos con agitación. Los anticuerpos secundarios fueron 

incubados en PT con 10% de suero normal de cabra en una dilución típicamente de 1:150 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego de remover el anticuerpo secundario, los 

embriones fueron lavados otras tres veces en PT durante 20 minutos con agitación. Dado que los 

anticuerpos secundarios están conjugados a compuestos fluorescentes, los embriones fueron 

luego incubados en 200μl de glicerol 80% en PT a 4°C en la oscuridad durante al menos 4 horas 

y luego montados para su observación. 

 

12- Ensayo de actividad β-Galactosidasa en embriones 

12.1- CPRG 

Para los e

(1

homogeneizados en 200µl de buffer de lisis [50mM Tris HCl pH 7.8;

glicerol; 2mM DTT; 1% Tritón X-100; 1mM PMSF] en un Potter de vidrio-teflón y el 

homogenato fue centrifugado a 2500 x g durante 3 minutos a 4°C. Se recuperó el sobrenadante 

y se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford. Típicamente, 50µg de 

extracto de proteínas fueron utilizados en cada ensayo por triplicado. La 

ll

pH7.3; 102mM β-mercaptoetanol; 9mM

galactopiranósido (CPRG) (Roche Diagnostics, Mannheim) a 37°C en oscuridad y se midió la 

absorbancia a 550nm a distintos tiempos. La acumulación del sustrato resultó lineal a lo largo 

del período de incubación. Una vez chequeada la progresión lineal de la reacción, se utilizó el 

valor de la pendiente para la comparación entre las distintas condiciones. 

 

12.2- X gal 

Para analizar la activación del reportero transcripcional inducible por hipoxia en líneas 

transgénicas, se determinó la actividad β-galactosidasa in situ utilizando X-gal como sustrato 

(5-bromo-4cloro-3indolyl β-D-galactopiranósido) (Simon y col., 1985), a partir de embriones 
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colectados en ovipuestas nocturnas. A ese fin, los embriones fueron decorionados con lavandina 

durante 1 minuto y fijados 15 minutos con glutaraldehído 0.5% en PBS. A continuación, los 

embriones fueron lavados con PT (0.1% Tritón X-100 en PBS), luego de lo cual se agregó 

solución de tinción (5mM K4Fe+2, 5mM K4Fe+3 y 1mg/ml X-gal en PT); finalmente se incubó a 

37°C durante toda la noche y se detuvo la reacción por dilución con buffer PT. Finalmente, los 

embriones se montaron en glicerol 80% y se los observó por microscopia de campo claro en un 

microscopio Olympus BX60F5. Las fotografías se obtuvieron con una cámara digital Olympus 

D71 conectada al microscopio. 

 

 

13- Hibridización in situ de RNAs mensajeros 

Las sondas para detectar la expresión del gen fatiga fueron sintetizadas en presencia de rUTP 

marcado con Digoxigenina (DIG) (Roche). Como templado, se utilizo un producto de PCR en el 

que el primer reverso contenía el promotor de la RNA Pol T7. El fragmento de PCR fue 

purificado por columna (GFXTM Amersham Bioscience) y la sonda se sintetizó a partir de 1μg 

e templado utilizando el kit DIG RNA probe (Roche). La reacción se llevó a cabo en un 

 de ribonucleótidos marcados con 

-11-UTP (10 mM (ATP, CTP, GTP), 6.5 mM UTP, 3.5 mM DIG-11-UTP, pH 

de 2 minutos en PTW, 

eron lavados durante 5 minutos en 1:1 PTW:solución de hibridización (50% formamida, 5X 

l heparina, 0.1% Tween 20), a la que se le agregó 1mg/ml de tRNA (Sigma) y 100 

solución), durante toda la noche a 50°C con agitación. Los embriones se lavaron una vez 

d

volumen final de 10μl, en presencia de una mezcla

DIGoxigenina

7.5), inhibidor de RNAsa (RNAsin, Biolabs, 20 unidades/µl) y la RNA Polimerasa del fago T7 

(20 unidades/µl) (Roche Diagnostics), durante 2 horas a 37°C. Una alícuota del producto de 

reacción se analizó por electroforesis en gel de agarosa 1% conteniendo bromuro de etidio, en 

un documentador de geles con luz UV. El producto de reacción se precipitó en etanol (volumen 

final de 300μl) con 80mM LiCl, 5mM EDTA y 0.1mg/ml tRNA y se resuspendió finalmente en 

10μl H2O DEPC para su almacenamiento a 20°C. 

  Embriones de los genotipos en.Gal4/UAS.Sima,  en.Gal4/UAS.SimaΔHLH, 

en.Gal4/UAS.SimaL101A y en.Gal4/UAS.SimaM115A fueron decorionaros y fijados en un tubo 

eppendorf conteniendo 1:1 n-heptano:fijador [formaldehído 10% en PBS] durante 20-30 

minutos a temperatura ambiente con agitación. A los embriones se les quitó la membrana 

vitelina con metanol, luego de lo cual se los re-hidrató con diluciones seriadas de MetOH-PTW 

[1xPBS, 0.1% Tween 20] hasta llegar a 100% PTW. Los embriones fueron fijados nuevamente 

durante 20 minutos en 5% de formaldehído en PTW y luego de 6 lavados 

fu

SSC, 50μg/m

μg/ml de DNA de esperma de salmón (Sigma). Los embriones se prehibridizaron durante 1 hora 

(mínimo) en solución de hibridización 100% a 50°C con agitación y luego se hibridizaron en 

100 μl de solución de hibridización conteniendo la sonda (1μl de sonda marcada en 100μl de 
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durante 10 minutos en 750μl de solución de hibridización a 50°C, luego 10 minutos en 1:1 

solución de hibridización:PTW a 50°C y posteriormente se realizaron cinco lavados durante 15 

minutos en PTW a 50°C. Finalmente, los embriones fueron lavados una última vez en PTW a 

temperatura ambiente y luego se bloqueó con 10% Suero de Oveja en PTW durante 30 minutos 

a temperatura ambiente. A continuación, se incubó con el anticuerpo anti-digoxigenina 

conjugado a fosfatasa alcalina (Boehringer, Mannheim) diluído 1/3000 a 4°C durante toda la 

noche. Luego de dos lavados con PTW, los embriones fueron incubados con 250μl de solución 

de tinción (100mM NaCl, 50mM MgCl2, 100mM Tris 9.5, 0.1% Tween 20 en H2O DEPC) 

onteniendo 5μl del sustrato NBT/BCIP (18.75mg/ml NBT y 9.4mg/ml BCIP en 67 % 

imetilsulfóxido (DMSO) v/v, Boehringer Mannheim). El desarrollo del color se monitoreó 

a transfiriendo los embriones a PTW. Los 

c

d

bajo lupa binocular y la reacción fue detenid

embriones fueron lavados dos veces en PTW durante 10 minutos y finalmente se los incubó en 

glicerol 70% en PTW a 4°C durante al menos 3 horas. El patrón de expresión resultante fue 

analizado y documentado bajo el microscopio de campo claro. 

 

14- Ensayo de re-oxigenación 

Los embriones que sobre-expresan Sima fueron expuestos a una atmósfera de 1% de oxígeno 

durante cuatro horas, condición en la cual todos los embriones presentan a Sima localizada en el 

núcleo. Luego, los embriones fueron transferidos nuevamente a la condición de normoxia y 

fijados a diferentes tiempos (5, 10, 15 y 45 minutos) luego de la re-oxigenación. La localización 

subcelular de Sima para cada tiempo y para cada estadio del desarrollo embrionario se 

determinó por inmunofluorescencia anti Sima. 

 

 

15- Análisis Estadístico 

15.1- Análisis de la localización subcelular de las construcciones EGFP en células S2 de 

Drosophila 

El análisis cuantitativo de la localización subcelular de las diferentes construcciones de EGFP 

fue realizado en un microscopio Confocal (Carl Zeiss, LSM5, Pascal) midiendo la intensidad 

promedio de fluorescencia en el núcleo (N) y en el citoplasma (C), determinando luego la 

relación núcleo:citoplasma (N:C) (Roth y col., 2003). El análisis estadístico se realizó mediante 

el test “t-Test” de dos colas asumiendo igual varianza, con N>21. 

 

15.2- Análisis de la localización subcelular de variantes de Sima en embriones de Drosophila 

15.2.1- En estado de equilibrio 

Cada embrión fue clasificado, en función de la localización subcelular de Sima, en alguna de las 

siguientes categorías: 
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Citoplasmática: En la que Sima se excluye del núcleo en más del 90% de las células que 

expresan la proteína,  

Nuclear: donde la proteína aparece localizada en el núcleo en más del 90% de dichas células, 

Ubicua: donde ninguna de las dos categorías anteriores llegó al 90%. 

Se contaron como mínimo 30 embriones para cada condición (i.e. concentración de oxígeno o 

estadios embrionarios) y luego, se calculó el porcentaje de embriones asignados a cada 

categoría; las distribuciones entre categorías para los distintos genotipos fueron comparadas 

mediante el test de “Chi-cuadrado (χ2)”. 

 

15.2.2-  Ensayos de re-oxigenación 

Para los ensayos de re-oxigenación se analizaron tres muestras independientes por genotipo y 

por condición (i.e. concentración de oxígeno o estadios embrionarios), contando como mínimo 

30 embriones por experimento. Se aplicaron dos tipos de análisis estadísticos para comparar los 

diferentes genotipos: 

A) Test de Kaplan-Meyer: fue utilizado para analizar si existe diferencia significativa entre dos 

ego de la re-oxigenación. Este test estadístico es ampliamente 

6- Experimentos de Doble Hibrido 

6.1- Cepas de levadura 

Y42: MAT-a ura3 trp1 his3 leu2 y EGY48: MAT-α ura3 trp1 his3 

aduras se utilizó el método del acetato de litio según (Ito y col., 

zó en placas con medio mínimo YNB (-Ura –Trp –His –Leu) (BIO 101 

curvas a lo largo del tiempo lu

empleado para analizar curvas de supervivencia. 

B) Tiempo Medio (TM): definido como el tiempo luego de la re-oxigenación para el cual el 50% 

de los embriones exportaron a Sima del núcleo, pasando de ser clasificados como nucleares a 

ser clasificado como ubicuos o citoplasmáticos. Este dato es obtenido a partir de la ecuación de 

la curva que mejor ajusta a los datos para una condición dada. 

 

1

1

Se utilizaron las cepas EG

leu2 :: LexA6op-LEU2 

 

16.2- Cultivo de las levaduras 

El cultivo de S. cerevisiae se realizó a 30ºC, con agitación orbital (220 r.p.m.) en el caso de los 

cultivos líquidos, en medio rico YPD o en medio mínimo YNB con los suplementos necesarios 

según el caso (100 mg/l de leucina, 20 mg/l de uracilo, 20 mg/l de triptofano, 20 mg/l de 

histidina).  

 

16.3- Transformación de las levaduras 

Para la transformación de las lev

1983), con las modificaciones introducidas por (Gietz y col., 1995). La selección de los 

transformantes se reali
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Systems) complementado con los aminoácidos correspondientes en función del marcador de 

cada plásmido (100 mg/l de leucina, 20 mg/l de uracilo, 20 mg/l de triptofano, 20 mg/l de 

histidina). 
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