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Resumen

Titulo: Establecimiento de lineas biosensoras fluorescentes genéticamente codificadas para
glucocorticoides en modelo celular eucaridticos y procariéticos.

Autor: Lilian A. Dulcey Torres =

Palabras Clave: Disruptores endocrinos, biosensores, receptor de glucocorticoides, dominio de
unidn a ligando, proteinas quiméricas.

Descripcion: En la ultima década, los disruptores endocrinos (EDC) han emergido como una
preocupacion crucial para la salud publica debido a su capacidad para alterar la homeostasis
hormonal. Estos compuestos interfieren con la sintesis, el metabolismo y la actividad de las
hormonas, impactando multiples ejes, incluyendo los sistemas hipotalamo-hipdfisis-tiroides
(HPT), gonadal (HPG) y suprarrenal (HPA). Su mecanismo de accion mas conocido involucra la
union a receptores nucleares (NR), como el receptor de glucocorticoides (GR). La evaluacion de
los EDC se ve obstaculizada por la escasez de métodos validados, lo que ha impulsado a
organizaciones internacionales a solicitar el desarrollo de nuevas herramientas. En respuesta a esta
necesidad, el presente trabajo se centrd en la creacion de dos biosensores genéticamente
modificados: uno a nivel transcripcional y otro a nivel traduccional, ambos disefiados para detectar
sustancias con potencial de activacion del GR. El biosensor transcripcional, desarrollado en un
modelo eucariota, empled el sistema binario GAL4/UAS con el dominio de union a ligando (LBD)
del GR. Tanto la version con el gen reportero integrado como la episomal mostraron una respuesta
dosis-dependiente positiva a la dexametasona, aunque se observo una diferencia de
aproximadamente 30 veces en su rango dinamico. Por otro lado, el biosensor traduccional, basado
en un sistema de inteina fusionada al LBD-GR en un modelo bacteriano, logr6 la produccion de
las proteinas quiméricas pGFPintER y pGFPintGR mediante induccion IPTG/operon Lacl. Sin
embargo, no fue posible determinar la funcionalidad de estos biosensores ni evaluar el desempefio
de la inteina RecA fusionada al LBD del GR, debido a problemas persistentes de solubilidad de
las proteinas quiméricas.

" Trabajo de Grado
* Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Director: José Arturo Gutiérrez Triana. Doctor en
Ciencias Naturales. Codirectora: Mayra Alejandra Machuca Peréz. Doctora en Microbiologia
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Abstract

Title: Establishment of genetically enconded fluorescent biosensor lines for glucocorticoids in
eukaryotic and prokaryotic cell models.'”

Author(s): Lilidn A. Dulcey Torres*™”

Key Words: Endocrine disruptors, biosensors, glucocorticoid receptor, ligand binding domain,
chimeric proteins.

Description:

Over the past decade, endocrine disruptors (EDCs) have emerged as a major public health concern
due to their ability to disrupt hormonal homeostasis. These compounds interfere with hormone
synthesis, metabolism, and activity, affecting multiple regulatory axes, including the
hypothalamic—pituitary—thyroid ~ (HPT),  hypothalamic—pituitary—gonadal ~ (HPG), and
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) systems. Their most widely recognized mechanism of
action involves binding to nuclear receptors (NRs), such as the glucocorticoid receptor (GR). The
evaluation of EDCs is hindered by the scarcity of validated methods, prompting international
organizations to call for the development of novel tools. In response, this work focused on the
generation of two genetically encoded biosensors: one operating at the transcriptional level and
another at the translational level, both designed to detect compounds with GR-activating potential.
The transcriptional biosensor, developed in a eukaryotic model, employed the dual GAL4/UAS
system incorporating the GR ligand-binding domain (LBD). Both the integrated reporter version
and the episomal version exhibited a positive dose-dependent response to dexamethasone, although
their dynamic ranges differed by approximately 30-fold. In contrast, the translational biosensor,
developed in a bacterial model and based on an intein system fused to the GR-LBD, enabled
production of the chimeric proteins pGFPintER and pGFPintGR via IPTG/Lacl operon induction.
However, it was not possible to assess the functionality of these biosensors or to evaluate the
performance of the RecA intein fused to the GR-LBD, due to persistent solubility issues with the
chimeric proteins.

" Degree Work

2#%School of Health. School of Microbiology. Director: José Arturo Gutiérrez Triana. Ph.D in
Natural Sciences. Co-director: Mayra Alejandra Machuca Peréz. Ph.D. in Microbiology.
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Introduccion

En la actualidad, los disruptores endocrinos (EDC) han sido crecientemente reconocidos
como sustancias bioactivas de gran relevancia en el ambito de la salud publica. Estos compuestos
quimicos poseen la capacidad de interferir con la sintesis, el metabolismo y la actividad hormonal,
alterando asi la homeostasis endocrina (Stufchen et al. 2025). Los EDC son ubicuos,
encontrandose en productos de consumo como plasticos (Bisfenol A - PBA), dispositivos médicos
(ftalatos), detergentes, retardantes de llama (éteres de difenilo polibromados), juguetes, cosméticos
(parabenos) y pesticidas (alquilfenoles como el nonilfenol) (Monneret C. et al 2017).

La exposicion a los EDC ocurre por diversas vias, incluyendo la ingestion de alimentos,
polvo y agua, la inhalacion de gases y la absorcion cutdnea. Ademas, se ha evidenciado que se
pueden ser transferidos de madres a fetos a través de la placenta y a lactantes mediante la leche
materna (Monneret C. et al 2017).

Diversos estudios epidemiologicos han documentado evidencia solida que vincula la
exposicion a los EDC con una amplia variedad de enfermedades. Estos compuestos se han asociado
con trastornos del neurodesarrollo, infertilidad y otras disfunciones reproductivas, asi como
canceres hormonodependientes, tales como el cancer de mama y de prostata (Ho et al., 2022). Se
estima que los costos econdmicos atribuibles a la exposicion a los EDC ascienden a los $340 mil
millones de dodlares en los Estados Unidos y €163 mil millones de euro en la Union Europea en
costos de atencion médica y pérdida de productividad (The lancet Diabetes Endocrinology, 2019).

Adicionalmente, los EDC representan una amenaza significativa para el medio ambiente,
debido a sus profundas repercusiones eco toxicoldgicas, tanto en la salud de individuales como en

la integridad de los ecosistemas. En el tltimo siglo, aproximadamente 785 especies, incluyendo
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desde gasteropodos y crustaceos hasta peces, aves y mamiferos, han desaparecido o se encuentran
al borde de la extincion. Esta disminucidn poblacional, especialmente en especies acuaticas, se ha
relacionado con el vertimiento creciente de contaminantes en cuerpos de agua. La acumulacion de
EDC en sistemas acuaticos plantea una creciente preocupacion por su persistencia, bioacumulacion
y capacidad de alterar funciones endocrinas en multiples niveles troficos (Jasrotia et al., 2021)
(Browne et al., 2020).

Un aspecto crucial de los EDC es su capacidad para unirse y activar simultineamente
multiples receptores nucleares, lo que puede generar efectos sinérgicos o aditivos. En particular, el
receptor de glucocorticoides (GR) es altamente susceptible a la alteracién por la exposicion a
contaminantes ambientales, cuyos efectos sobre su funcionamiento incluyen: (1) Interferencia en
la union ligando-receptor; (2) Alteracion en la translocacion nuclear del complejo GR; (3)
afectaciones en la union del receptor del ADN; y (4) cambios en la expresion del propio GR (Zhang
etal., 2019).

Las disrupciones en la funcion del GR pueden, comprometer multiples procesos
fisiologicos esenciales, como la funcion inmunitaria, el crecimiento y desarrollo, la reproduccion,
la cognicion, la regulacion cardiovascular y el metabolismo (Quagliarini et al., 2023).

Las amenazas que plantean los EDC han impulsado el desarrollo de diversos métodos de
evaluacion, incluyendo ensayos in vivo € in vitro, asi como estudios epidemioldgicos. Sin embargo,
la identificacion de compuestos con potencial disruptor endocrino contintia siendo un reto
considerable. Esto se debe a varios factores: la complejidad de los procesos regulados por el
sistema endocrino, el retraso temporal entre la exposicion quimica y la manifestacion de los

efectos, y la variabilidad en las relaciones dosis-respuesta (Browne et al., 2020). Ademas, algunos



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 17

EDC carecen de similitud estructural con las hormonas naturales, pero aun asi son capaces de
activar receptores hormonales (Fouvet et al. 2024).

En este contexto, el objetivo principal del presente trabajo fue establecer sistemas
reporteros biosensores disenados para detectar compuestos capaces de activar el receptor de
glucocorticoides (GR). Estos sistemas se basan en el dominio de unién al ligando del GR y se
implementaron para funcionar tanto en modelos celulares eucariotas (linea celular HEK293T)
como en modelos procariotas (Escherichia coli). Los modelos celulares escogidos constituyen una
estrategia instrumental para validar y optimizar el desempefio de estos biosensores. El propdsito
central es establecer herramientas funcionales, sensibles y versatiles para la deteccion de
compuestos con potencial actividad endocrina sobre el GR, con aplicaciones en estudios

toxicoldgicos, ambientales y de evaluacion regulatoria.

1. Marco conceptual

1.1 Disruptores endocrinos. Conceptos

Los disruptores endocrinos (EDC) son compuestos exdgenos capaces de alterar la sintesis,
secrecion, transporte, metabolismo, union al receptor o eliminacion de hormonas, comprometiendo
asi el funcionamiento del sistema endocrino y la homeostasis del organismo (Lauretta et al., 2019).
Estos compuestos provienen de diversas fuentes, incluyendo fuentes naturales como
fitoestrogenos, asi como una amplia gama de quimicos industriales (dioxinas, PCB, alquilfenoles),
agricolas (pesticidas, herbicidas), productos como ftalatos y bisfenol A (BPA), ciertos farmacos
(pregnenolona, acetato de fludrocortisona)y metales pesados (Cobalto, cadmio, cobre). Se estima
que existen mas de 4000 EDC, cuya presencia en el ambiente continia en aumento (Gaurnotta et

al., 2022; Zhang et al., 2019).
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Una de las caracteristicas generales de los EDC es su alta lipofilicidad, lo que facilita su
acumulacion en el tejido adiposo y prolonga su vida media en el organismo. Esto favorece la
bioacumulacion a lo largo de la cadena trofica. Ademas, estos compuestos suelen presentar una
baja biodegradabilidad (Arias et al. 2020).

La exposicion prolongada a los EDC conlleva efectos adversos significativos para la salud,
causado por mecanismos hormonales tanto directos como indirectos. Esta exposicion puede darse
en las etapas tempranas de la vida, como durante la gestacion (a través de la placenta) y la lactancia
materna, asi como en la adultez, principalmente mediante la ingestion de alimentos, la inhalacion
o el contacto dérmico. Los mecanismos de accion de los EDC son variados e incluyen respuestas
genomicas, que son mas lentas y pueden tomar horas, y respuestas no gendmicas, que se ocurren
en minutos tras la exposicion (Ahn y Jeung, 2023). Asimismo, un EDC que resulte inocuo de forma
aislada puede generar efectos nocivos al combinarse con otros compuestos, generando efecto de
coctel (Liang et al., 2023).

Los EDC no afectan unicamente a un o6rgano, sino que interfieren con multiples ejes
hormonales, siendo los principales el eje hipotalamo-pituitario-tiroideo (HPT), el eje hipotalamo-
pituitario-gonadal (HPG) y el eje hipotalamo- pituitario- adrenal (HPA) sus principales objetivos.
Su mecanismo de accion mas documentado es la unidn a receptores nucleares endocrinos (NR),
actuando como agonista o antagonista. En particular, los EDC pueden unirse y modular diversos
receptores hormonales, incluyendo los receptores de andrégenos (AR), estrogenos (ER), receptor
de la hormona de tiroides (TR), receptor de glucocorticoides (GR), entre otros (Egalini et al., 2022;
Gaurnotta et al., 2022).

La amplia distribucién ambiental de los EDC ha llevado a proponer su implicacion en el

aumento de diversas patologias humanas. Se han asociado en enfermedades como la diabetes,



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 19

obesidad, déficits cognitivos, enfermedades neurodegenerativas, pubertad precoz, disfuncion
tiroidea, enfermedades cardiacas e infertilidad (Pironti et al., 2021; Macedo et al., 2023). También
se ha propuesto una posible relacion con diversos tipos de cancer, como los de mama, prostata,
tiroides, testiculo y utero. No obstante, la evidencia sobre la causalidad directa en la oncogénesis
continia siendo un tema de debate debido a la interaccion con otros factores de riesgo y a
limitaciones metodoldgicas de deteccion en los estudios disponibles (Sharma et al., 2024).

La presencia de compuestos disruptores endocrinos ha sido ampliamente documentada en
ecosistemas acuaticos a nivel global, con concentraciones que varian desde ng/L hasta mg/L,
dependiendo de su composicion quimica (Pironti et al., 2021). Diversos estudios han demostrado
los efectos adversos de los EDC en organismos marinos y de agua dulce, como el pez cebra (Danio
rerio), medaka (Oryzias latipes) y pececillo cabezdn (Pimephales promelas), asi como es especies
comestibles como las carpas. Estos peces se consideran bioindicadores utiles para evaluar la
toxicidad ambiental asociada a la ingestion, absorcion, bioacumulacion y translocacion de EDC
(Kar et al., 2021).

Los peces se encuentran entre los organismos que se han visto gravemente afectados por
los EDC. Esto se debe a la exposicion temprana y continua a los contaminantes presentes en
ambientes acuaticos. Su proceso de determinacion sexual, influenciado significativamente por
factores ambientales, sumado a la alta sensibilidad de sus estadios larvarios, los hacen
particularmente vulnerables a los EDC. Varios estudios demuestran que la exposicion a EDC
reduce los niveles de hormonas reproductivas como la vitelogenina en diversas especies de peces
(Arslan et al., 2021). Asimismo, la exposicion a EDC en peces se ha asociado con un amplio
espectro de efectos adversos que influyen en las deformidades larvarias, menor crecimiento y

supervivencia, disfuncién inmune, desequilibrio en la proporcion de sexos, problemas
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reproductivos y alteracion de la expresion génica (DeCourten et al., 2020). En particular,
compuestos como el triclosan (TCS), el bisfenol A (BPA) y el ftalato de dietilo (DEP) han
mostrado efectos inmunotdxicos significativos, alterando las respuestas inmunes y la homeostasis
de los peces (Das et al., 2025).

1.2 Sistema endocrino. Generalidades.

El sistema endocrino es fundamental para mantener la homeostasis del organismo,
coordinando la actividad celular y armonizando el funcionamiento de los 6rganos. Los tejidos clave
en la produccion y albergue de hormonas incluyen el hipotalamo, hipéfisis, tiroides, paratiroides,
suprarrenales, pancreas, estdmago, intestino, ovarios y testiculos (Roca et al., 2022; Matamoros).
El eje hipotalamo-hipofisario es crucial para la homeostasis, integrando sefales hormonales y
neuronales y regulando casi todas las funciones corporales. El hipotdlamo monitorea entradas y
mantiene puntos de ajuste fisioldgicos mediante secrecion hormonal y coordinacion con la
hipofisis, a través de mecanismos de retroalimentacion e interacciones con otras areas cerebrales
(Sanz-Pastor et al., 2024). Los ejes hipotdlamo-hipofisis-Organo diana representan complejos
sistemas de interaccion directa y retroalimentacion entre estos tres componentes (Ahmad et al.,
2023).

Los principales ejes hipotalamo-hipofisarios son: Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo (HPT),
que regula la funcion tiroidea mediante la liberacion hipotaldmica de hormona liberadora de
tirotropina, la secrecion hipofisaria de hormona estimulante de la tiroides, y la produccion tiroidea
de tiroxina y triyodotironina (Feldt-Rasmussen et al., 2021); el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas
(HPG), controla la funcion reproductiva a través de la liberacion de hormona liberadora de
gonadotropinas, la secrecion hipofisaria de hormona luteinizante y foliculo estimulante, y la

consiguiente produccion de testosterona en testiculos o estrégenos y progesterona en ovarios;
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finalmente, el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) desempefia un papel vital en la respuesta al
estrés, la regulacion metabolica y la modulacion del sistema inmunoldgico (Roca et al., 2022).
1.3 Los glucocorticoides.

Los glucocorticoides (GC) son hormonas esteroides esenciales en mamiferos, con un papel
crucial en diversos procesos fisiologicos como el metabolismo, el equilibrio hidrico, la respuesta
inmunitaria, el crecimiento, la funcidon cardiovascular, el estado de animo, la cognicién, la
reproduccion y el desarrollo (Timmemans et al., 2019). El cortisol, el principal GC en humanos,
se sintetiza en la zona fasciculada de la corteza suprarrenal a partir del colesterol (Lockett et al.,
2024).

La sintesis y secrecion de GC estan regulada por el eje hipotdalamo-hipofisis-adrenal
(HPA). En situaciones de estrés, el hipotalamo libera la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), que estimula la hipéfisis anterior para secretar hormona adrenocorticotropica (ACTH).
Esta, a su vez, induce la sintesis y liberacion de GC en la corteza suprarrenal. Los GC ejercen una
retroalimentacion negativa, inhibiendo la produccion de CRH y ACTH (Bhaumik et al., 2023). La
actividad del eje HPA presenta un ritmo circadiano, con picos de ACTH y cortisol al despertar, y
disminuye hacia la medianoche (ver figura 1) (Galati et al., 2021).

Aproximadamente el 80-90% del cortisol circula en la sangre unido a la globulina
transportadora de corticosteroides (CBG) y una porcién menor a la albimina, dejando solo un 5%
libre y bioldgicamente activo (ver figura 1). El cortisol unido a CBG puede liberarse localmente
en sitios de inflamacion mediante la accion de la elastasa de neutréfilos (Meyer et al., 2017).
Ademas de la regulacion central por el eje HPA, la concentracion local de los GC activos se modula

mediante las enzimas la 11-beta-hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo 1 (11b-HSD1) y tipo 2 (11b-
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HSD2). La 11b-HSD1 convierte la cortisona inactiva en cortisol activo, mientras que la 11b-HSD2

inactiva el cortisol a cortisona (Beaupere et al., 2021).

Figura 1. Sintesis y secrecion de los glucocorticoides en el contexto del eje HPA.

Hipotalamo

Adenohipéfisis 80- 90% CBG
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Nota. Fuente propia.

Los GC modulan la homeostasis metabdlica, impactando directamente el metabolismo de
lipidos y glucosa. Altos niveles de GC estimulan la lipolisis en el tejido adiposo, aumentando la
liberaciéon de acidos grasos y glicerol, promueven la captaciéon hepatica de acidos grasos y
estimulan la gluconeogénesis a partir de aminoacidos y glicerol. En condiciones de
hiperinsulinemia, los GC potencian la lipogénesis. También influyen en la ingesta de alimentos
mediante reguladores del apetito, lo que puede deteriorar el control homeostatico y aumentar el
impulso heddnico para comer (Rahimi et al., 2020; Kuckuck et al., 2023).

Tradicionalmente, los GC son conocidos por sus efectos inmunosupresores, que incluyen

la represion de la transcripcidon génica mediante la remodelacion de la cromatina, la inhibicion de



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 23

la sefalizacion de la interleucina-2, la disminucion de la expresion de citocinas y reduccion de la
migracion de neutrdfilos en los tejidos (Chourpiliadis and Aeddula, 2025). Sin embargo, en
determinadas condiciones pueden inducir la expresion de genes proinflamatorios en células
especificas. Por ejemplo, se ha descrito que la dexametasona puede aumentar la expresion del
inflamasoma NLRP3 y que la activacion del receptor de GC puede inducir la exopeptidasa DPP4,
contribuyendo a una mayor movilidad de macréfagos (Diaz-Jumines et al., 2021).

En cuanto al mantenimiento 6seo, los GC enddgenos son necesarios para el desarrollo
normal del hueso, favoreciendo la diferenciacion de osteoblastos. No obstante, en la vejez, niveles
elevados de GC se asocian con efectos adversos, como la reduccion la supervivencia de los
osteoblastos y osteocitos, disminucion de la angiogénesis, € incremento en la apoptosis de células
Oseas mediante la activacion de la caspasa-3 (Ilias et al., 2022).

En relacion con los 6rganos sexuales, las hormonas sexuales modulan la reactividad del eje
HPA. En mujeres, el ciclo menstrual y los niveles estrogeno y progesterona pueden influir en la
secrecion de cortisol. Por ejemplo, estudios muestran que las respuestas de cortisol a estresores
psicosociales son mas pronunciadas en la fase folicular (bajo estrogeno) que en la fase lutea.
Asimismo, el tipo de estrés puede inducir respuestas de cortisol diferenciales, influenciadas por la
presencia de hormonas sexuales, como se ha observado en una mayor reactividad del cortisol
plasmatico en mujeres mayores frente a hombres mayores durante pruebas de simulacion de
conduccién (Kroon et al., 2020; Martinez et al., 2024)

1.4 El receptor de glucocorticoides.

Los GC son hormonas lipofilicas que ingresan a las c€lulas por difusion pasiva a través de

la membrana plasmatica. Una vez en el citoplasma, se unen a su receptor intracelular, el receptor

de glucocorticoides (GR). El GR es una proteina de la superfamilia de receptores nucleares
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evolutivamente conservada, que en ausencia del ligando reside en el citoplasma unido a las
proteinas chaperonas Hsp70 y Hsp9. Tras la union al cortisol, el complejo GR-ligando se transloca
al nacleo, en donde actia como factor de transcripcion dependiente de ligando, modulando la
expresion génica, tanto de forma positiva como negativa (Das y Vijayan, 2023; Sacta et al., 2016;
Nicolaides et al., 2020).

El GR, codificado por el gen NR3CI, consta de tres dominios principales: el dominio de
transactivacion N-terminal (NTD), el dominio de union al ADN (DBD) y el dominio de union al
ligando (LBD). La region N-terminal (NTD) contiene el dominio de activacion transcripcional AF-
1, esencial para la modulacion de la expresion génica; el dominio de uniéon al ADN (DBD) presenta
dos dedos de zinc cruciales para la homodimerizacién y el reconocimiento de secuencias
especificas de ADN, y el dominio de unién al ligando (LBD), es una estructura globular con un
bolsillo hidrofébico que acomoda al ligando (Alves et al., 2020). Ademas del AF1, el GR presenta
un AF2 en la region C-terminal. Notablemente, tanto en AF1 como en AF2 han identificado
mutaciones que impactan la funcion moduladora de los GC sobre el sistema inmune (ver figura 2)
(Escoter-Torres et al., 2019).

Figura 2. Dominios principales generales del GR.

LBD 777
1 77 262 420 480
————————— N - Terminal ' T C - Terminal

Nota: GR se organiza en tres dominios principales: N-terminal, DBD: dominio de union al
DNA y LBD: dominio de union de ligando. AF-1 y AF-2 son dominios de transactivacion 1y 2.

HR: Region de la bisagra. Fuente propia
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En el humano, el gen NR3C1, localizado en el cromosoma 5, produce cinco isoformas de
GR mediante empalme alternativo: hGR-a, hGR-B, hGR-y, P y A. La isoforma hGR-a se expresa
en la mayoria de los tejidos, incluyendo cerebro, higado, mtisculo esquelético y células inmunes,
y funciona como un factor de transcripcion dependiente de ligando. En contraste, hGR-f, se
expresa en menor cantidad, pero es mas abundante en células epiteliales e inflamatorias como
neutrofilos, eosinofilos y macrofagos; no se une a los agonistas de GC y funciona como un
inhibidor dominante de la actividad transcripcional mediada por hGR-a (Mao et al., 2023), Por
otro lado, hGR P y A , predominan en células cancerosas y se caracterizan por carecer de porciones
del LBD, lo que puede contribuir a la resistencia a los GC en los tratamientos de neoplasias
hematologicas. Finalmente, el hGR-y es una isoforma ampliamente distribuida que puede llegar
hasta 9% de los niveles de hGR-a y se distingue por la presencia de un residuo de arginina adicional
en la region DBD (Ratman et al., 2013).

Los homodimeros del GR se unen a secuencias especificas de ADN de 15 pares de bases,
denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), ubicadas en las regiones
promotoras y potenciadoras de los genes diana (Strickland et al., 2022).

La especificidad transcripcional depende del estado de la cromatina y del reclutamiento de
enzimas modificadoras de histonas y ADN. Aunque histoéricamente se consideraba que la
translocacion del GR al nucleo era un proceso pasivo tras la unién al ligando, evidencia reciente
sugiere que esta regulada y requiere proteinas como la histona deacetilasa 6 (HDAC6) (Bartlett et
al., 2019).

Al unirse a los GRE, el GR funciona como un factor de transcripcion. Este recluta
cofactores primarios como SRC-1 (o también NCOA1), que a su vez coordina la agrupacion de

coactivadores secundarios como NCOAZ2, p300, la proteina de unién al elemento sensible a AMPc
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(CBP) y pCAF. Estos ultimos son cruciales para la remodelacion de la cromatina, el reclutamiento
del complejo de iniciacion transcripcional y la activacion de la ARN polimerasa I, facilitando la
expresion génica (Pinheiro et al., 2023).

A partir de ahi, el GR modula la transcripcion génica mediante diversos mecanismos.
Principalmente, los dimeros de GR se unen a los elementos de respuesta a glucocorticoides
estandar (SGRE), promoviendo la transcripcion de genes diana. En contraste, el GR también puede
unirse como monoémero a elementos de respuesta a glucocorticoides negativos (nGRE), que son
secuencias de repeticion invertida que reprimen la transcripcion (ver figura 3) (Paragliota et al.,
2020).

Ademas, el GR puede formar tetrameros o participar en la interaccion proteina-proteina
(tethering) con otros factores de transcripcion (TF), formando un dimero GR-TF que puede inducir
o inhibir la expresion génica. Otros mecanismos incluyen la competencia por el reclutamiento de
coactivadores, lo que reduce la expresion de genes asociados con otros TF. Asimismo, el GR puede
unirse a “sitios compuestos” en el ADN, que combinan GRE y elementos de respuesta de otros TF,
interfiriendo con la funcion de estos ultimos (ver figura 3). Si bien la funcion precisa del GR
monomeérico ha sido objeto de debate, con evidencia emergente de un papel predominante, otras
investigaciones sugieren que su union a la cromatina es débil, limitando su capacidad para activar
o reprimir genes (Pinheiro et al., 2023).

Figura 3. Modulacion transcripcional génica del GR.
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Nota: Varios tipos de modulacién transcripcional génica del GR, entre ellas esta SGRE,
forma de tetrdmeros, nGRE regulacion negativo, forma tethering, donde une GR con otro factor
transcripcional (TF) para regulacion positiva o negativa, también presenta los sitios compuestos y
de forma competitivo. GC: glucocorticoides. TF-RE: elementos de respuesta de factores
transcripcionales. Fuente propia.

La accién del GR no se limita a mecanismos gendémicos lentos, sino que también incluye
efectos no gendmicos rapidos, manifestandose en minutos. Estos mecanismos, independientes de
la transcripcion y sintesis proteica, pueden involucrar: a. La interaccion de los GC con un posible
GR unido a la membrana (mGR); b. la interaccion de los GC con el GR citosolico (¢cGR) y sus
proteinas asociadas; y c. la interaccion de GC con las membranas celulares. Estos efectos no
genomicos del GR influyen, por ejemplo, en células inmunes, la homeostasis del calcio, la funcion
mitocondrial y la sefializacion dependiente de mGR (Vettorazzi et al., 2022).

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son cruciales para la sefializacion, estabilidad
y la interacciones del hGR-a, incluyendo fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacién y sumoilacion,

con estas Ultimas tres ocurriendo en residuos de lisina (Hu et al., 2022).
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Como fosfoproteina, la actividad transcripcional del GR es modulada por quinasas que
fosforilan multiples sitios, especialmente en su dominio N- terminal (NTD), incluyendo serina
S203, S211 y S226 dentro del AF1. La fosforilacion afecta la estabilidad de GR y puede inducir
cambios conformacionales en el AF1, alterando el reclutamiento de correguladores y la actividad
transcripcional de manera especifica para cada tejido y promotor (Kumar y Thompson, 2019).

La ubiquitinacion del hGR-a ocurre en el sitio PEST (Lisina 426 en ratones, Lisina 419 en
humano). Las mutaciones en estos residuos impiden la degradacién del receptor por el proteasoma.
La sumoilacién, que implica la union covalente de SUMO a hGR-o, regula sus interacciones
proteina- proteina y proteina-ADN, asi como su localizacién. Se ha demostrado que la
sobreexpresion de SUMO-1 contribuye a la regulacion negativa de hGR-a mediana por
dexametasona, implicando a la proteasoma. Sin embargo, los sitios de sumoilacion especificos en
hGR-a atin no han sido identificados (Spies et al., 2021).

1.5 Disruptores endocrinos involucrados en la activacion o represion del receptor de
glucocorticoides.

Aunque se comprende el funcionamiento del GR y sus mecanismos regulatorios
(gendmicos y no gendomicos), los efectos in vivo de muchos EDC sobre la activacion del GR siguen
siendo poco conocidos. Estudios in vivo han demostrado que pesticidas como el
diclorodifenildicloroetano (DDT) y el fungicida ziram alteran la transactivacion de GR. La
coadministracion de corticosterona con DDT o con el antagonista del GR, RU-486, redujo la
expresion de transcritos comunmente regulados por GR en el higado. Ademads, la exposicion
créonica a DDT disminuye las poblaciones de linfocitos B y T, respectivamente. E1 DDT, metolaclor
y ziram también redujeron la expresion de FKBPS5 y PERI, genes diana del GR, indicando una

alteracion en la transactivacion de GR (Morris et al., 2025).
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Los bisfenoles (PB) muestran actividades diversas (agonistas, antagonistas o mixtas) sobre
el receptor de estrogeno (ER) y GR. Un estudio especifico en la linea celular MDA-kb2 identifico
que 15 de 16 bisfenoles eran disruptores de glucocorticoides. Once de ellos (BPA. BPAF, BPAP,
BPBP, BPC, BPM, BPP, BPPH, BPS, BPTMC y BPZ) mostraron actividad glucocorticoide,
siendo BPP el mas potente. Siete bisfenoles (BPA, BPAF, BPB, BPC, BPC2, BPG Y BPZ)
exhibieron actividad anti glucocorticoide, destacando BPZ como el antagonista mas potente (Chen
et al., 2020).

Por otro lado, se demostr6 que el 3,6- dibromocarbazol afecta la activacion del GR,
reduciendo la expresion de genes diana como la glucosa- 6- fosfatasa (G6Pasa), fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), sintasa de acidos grasos (FAS) y tirosina aminotransferasa (7A47), asi
como PEPCK y FAS, enzimas claves en la gluconeogénesis. En ensayos in vivo con pez cebra,
este compuesto indujo un desarrollo anormal y alteré neurohormonas del eje HPA, confirmandose
su actividad antiglucocorticoide mediante ensayos de gen reportero, con una correlacion dosis-
respuesta positiva (Zou et al., 2023).

Los metabolitos metilados del arsénico inorganico (1As), monometilarsénico (MMA) y
dimetilarsénico (DMA), modulan la sefializacion del GR placentario. El 1As inhibe la activacion
de GR de manera dosis-dependiente, reduciendo su translocacion nuclear y uniéon al ADN. MMA
y DMA también modifican la expresion de ocho genes asociados a la activacion del GR. Teniendo
en cuenta que el iAS y sus metabolitos pueden atravesar y acumularse en la placenta. Organo clave
en el desarrollo fetal, su papel como disruptor endocrino es de alta relevancia (Meakin et al., 2020).

La Agencia Sueca de Sustancias Quimicas (KEMI) ha alertado sobre conservantes con
propiedades disruptoras endocrinas, solicitando la evaluacion de siete compuestos de uso comun.

Estudios in vitro revelaron que el triclocarban antagoniza el GR y el receptor de la hormona tiroidea
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(TR), mientras que el triclosan mostro6 actividad antagonista sobre el receptor de aldosterona (AR),
el receptor de estrogeno (ER), el GR y el TR (Kenda et al., 2020).

Los metabolitos de plastificantes, como el monobutilftalato (MBP), también afectan la
sefializacion del GR. La co-incubacion de MBP con dexametasona incremento significativamente
la actividad de genes reporteros dependientes de glucocorticoides, con un efecto sinérgico dosis-
dependiente. Ademas, se observo un aumento en los niveles de GR nuclear y en la relacion GR
nuclear/citosoélico, sugiriendo una potenciacion de la transactivacion del GR (Leng et al., 2021)

Los carbazoles polihalogenados (PHCZ), estructuralmente similares a dioxinas, exhibieron
potencial antagonista sobre hGR-a en concentraciones bajas, lo que requiere precaucion en su
evaluacion (Yue et al., 2020). Finalmente, los éteres de ftalato (PAE), como el DEHP y DINP,
demostraron efectos sinérgicos con dexametasona en la transactivacion del GR y en la regulacion
de genes diana (PEPCK, FAS, MKP-1) en células hepaticas y pulmonares (Leng et al., 2020).

En conjunto, estos hallazgos evidencian que diversos EDC pueden actuar como
moduladores positivos o negativos del GR, resaltando la complejidad de sus interacciones y el
potencial impacto sobre la salud humana.

1.6 Evaluacion y deteccion de disruptores endocrinos.

Actualmente, la evaluacion de EDC enfrenta limitaciones significativas debido a la falta de
métodos validados, lo que restringe la investigacion a unas pocas vias endocrinas y dificulta la
deteccion de efectos a largo plazo o alteraciones metabolicas. Esta situacion se acenttia porque los
métodos in vivo disponibles se basan predominantemente en vertebrados (Grignard et al., 2022).

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) ha establecido
directrices para ensayos in vitro que evaltan la afinidad de unidn a receptores de estrogeno y

androgenos, la transactivacion de estos receptores y la esteroidogénesis. Sin embargo, aunque
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existe un marco conceptual y una serie de métodos estandarizados o en desarrollo, ain no se cuenta
con una estrategia integral de ensayo para la evaluacion de los EDC (Organization for Economic
Co-operation and Development, 2020).

La siguiente tabla presenta una guia resumida de pruebas estandarizadas para la evaluacion

de EDC segtin el marco de OCDE:

Tabla 1. Guia y clasificacion de pruebas estandarizada para evaluacion de EDC.
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Niveles Descripcion Pruebas

Niveles 1 Datos e informacion existentes o Propiedades fisicas y quimicas.
nuevas que se sospecha de ser
EDC Todos datos (eco)toxicologicos

disponibles de pruebas estandarizadas.
Lecturas  transversales, QSAR vy
predicciones in silico o modelo ADME.

Niveles 2 Ensayos in vitro que Ejemplo: Afinidad de union al receptor de
proporcionan  datos  sobre estrogeno (ER), transactivacion del ER,
mecanismo/vias endocrinas (en deteccion de estrogenos en levadura,
mamiferos y no mamiferos) transactivacion ~ del  receptor  de

androgenos, otros ensayos de receptores
hormonales segun corresponda.

Niveles 3 Ensayos in Vivo que Toxicologia de mamiferos: Ensayos
proporcionan  datos  sobre uterotonicos y ensayo de Hershberger.
mecanismos/vias endocrinas

Toxicologia de no mamiferos: ensayos de
metamorfosis de anfibios, ensayos de
reproduccion a corto plazo en peces,
ensayos de peces de 21 dias, ensayos de
sefializacion tiroidea embrionaria de
Xenopus, entre otras.

Niveles 4 Ensayos in  vivo donde Toxicologia de mamiferos: Estudio de
proporcionan  datos  sobre dosis repetidas de 28 dias, estudio de dosis

efectos adversos en los puntos
finales

repetidas de 90 dias, estudio de toxicidad
del desarrollo prenatal, neurotoxicidad del
desarrollo, entre otras,

Toxicologia de no mamiferos: Prueba de
desarrollo sexual en peces, ensayos de
crecimiento y desarrollo de larvas de
anfibios, ensayo de reproduccioén aviar,
pruebas de toxicidad en etapas tempranas
de la vida de los peces, entre otras.

32
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Niveles 5 Ensayos in vivo proporcionan
mas datos sobre los efectos
adversos desde los puntos
finales relevantes para el sistema
endocrino hasta en partes mas
extensas del ciclo de vida del
organismo.

Toxicologia de mamiferos: Estudio
extendido de toxicidad reproductiva de
una generacion. Estudio de toxicidad
reproductiva en dos generaciones.

Toxicologia de no mamiferos: Prueba de
toxicidad del ciclo de vida de los peces,
prueba de reproduccion ampliada de una
generacion de pez cebra.

33

Nota: Guia resumida de prueba validadas para deteccién de EDC, tomada en la (OECD, s.

f.; consultado el 7 de agosto de 2025)

Para abordar estas deficiencias, han surgido iniciativas internacionales. El proyecto

OBERON busca desarrollar una estrategia de prueba integrada para detectar trastornos metabolicos

relacionados con EDC, combinando métodos experimentales (in vitro e in vivo), tecnologias

omicas de alto rendimiento, estudios epidemioldgicos y biomonitoreo y modelos computacionales.

Este proyecto se centra en diez EDC de uso comtn y relevancia regulatoria, incluyendo sustitutos

considerados “mas seguros” pero con efectos aun desconocidos (Audouze et al., 2020).

En paralelo, la plataforma PEPPER (creada en 2020) tiene como objetivo estandarizar

métodos y validar investigaciones académicas para la aceptacion regulatoria. El cluster europeo

EURION, una colaboracion de ocho proyectos financiados por Horizontes 2020, busca desarrollar

métodos de ensayo fiables y armonizados (in vitro, in vivo e in silico) para detectar los efectos de

los EDC en contextos cientificos y regulatorios (PEPPER, s.f.; EURION Cluster, s.f).
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Actualmente, la activacion in vitro del GR se evalia mediante la prueba de transactivacion
del GR (GR TA), validada por la OCDE. Este ensayo utiliza células HeLa de adenocarcinoma
cervical co-transfectadas con un gen reportero sensible a GC (MMTVLuc-SV-Neo) y un pldsmido
que expresa el GR humano, midiendo la actividad agonista/antagonista por medio de la
luminiscencia (Fouyet et al., 2024).

1.7 Biosensores.

Un biosensor es un dispositivo analitico que integra materiales bioactivos (como enzimas,
células, anticuerpos o acidos nucleicos) con un sensor para detectar la presencia de un analito
especifico. Sus componentes esenciales incluyen (Chadcha et al., 2022):

e Biorreceptor; entidad bioldgica que interactiia selectivamente con el analito,
generando una sefial medible.

e Transductor; convierte la sefial bioldgica en una sefial cuantificable.

e Sistema de visualizacion: muestra o registra el resultado.

Los biosensores se clasifican, segin su principio de deteccion, en biosensores cataliticos
(catalizan una reaccion bioquimica) y biosensores por afinidad (facilitan la unién de moléculas
especificas) (Inshyna. Et. al, 2020; Wang y Lu, 2022). En el campo de la biologia sintética, los
sistemas biosensores se dividen en sensores celulares y sensores libres de células. Los biosensores
basados en células (CBB), utilizan células completas (animales, vegetales o microbianas) como
elementos de reconocimiento. Estas células, al mantener sus enzimas y moléculas en un entorno
natural, exhiben una actividad y especificidad optimas que superan a las de los biosensores
moleculares. Los CBB reconocen y combinan analitos, utilizando enzimas intracelulares para

catalizar procesos metabodlicos y generar una sefal. Son portatiles, permiten el analisis de
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interacciones farmaco-ligando, agentes bioactivos y toxicidad ambiental, lo que los hace ideales
para un cribado inicial (Wang y Lu, 2022; Ye et al., 2019).

Las células de mamiferos son altamente valoradas como elementos sensoriales en CBB, lo
que permite obtener informacion funcional relevante sobre eventos de sefializacion, sintesis de
proteinas y tipos de muerte celular. A diferencia de los métodos basados en acidos nucleicos o
inmunoquimicos, estos sistemas reflejan respuestas toxicologicas y fisioldgicas mas comparables
a las humanas. Sin embargo, su cultivo, manipulaciéon y modificaciéon genética resultan mas
exigentes que en bacterias (Ye at al., 2019; Gupta et al., 2019).

A pesar del potencial de las células eucariotas, la mayoria de los CBB emplean
microorganismos como bacterias y levaduras, dada su ubicuidad, rapido crecimiento, bajo costo,
facilidad de cultivo y manipulacion genética, ademads de su capacidad para metabolizar una amplia
gama de compuestos quimicos (Ye et al., 2019). En estos sistemas, suele insertarse un promotor
especifico que, al activarse por el analito, induce la expresién de un gen reportero, como aquellos
que codifican proteinas fluorescentes (Gupta et al., 2019).

Entre las plataformas mas versatiles destacan los biosensores fluorescentes codificados
genéticamente, que permiten visualizar y cuantificar eventos bioquimicos en células vivas y
organismos. Se basan en proteinas quiméricas que combinan una proteina fluorescente con un
dominio sensor, cuya conformacion -y, por lo tanto, la fluorescencia- cambia en presencia o
ausencia de un analito, alterando la fluorescencia cuantificable. Aunque existen biosensores para
diversas moléculas y eventos celulares, pocos informan sobre cambios fisicoquimicos del entorno
(Cuevas-Velazquez et al.,, 2021). Entre ellos destacan los biosensores transcripcionales y

traduccionales.
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Los biosensores transcripcionales detectan moléculas especificas mediante la activacion
de un gen reportero (ej., GFP, LacZ, luciferasa) bajo el control de un promotor inducible. Este
promotor se activa cuando la molécula diana se une a un regulador transcripcional, generando una
sefial proporcional a la concentracion del analito. Su rendimiento depende de las propiedades
bioquimicas del factor de transcripcion sensible al ligando, incluyendo sus afinidades de union al
ligando y al ADN, y su nivel de expresion (Koch et al., 2019; Zhou y Zhang, 2023). Un ejemplo
ampliamente utilizado es el sistema GAI4-UAS, que ha sido implementado en Drosophila, pez
cebra y en mamiferos. GAL4, un factor de transcripcion de levadura se une a la secuencia UAS
para activar de manera robusta la transcripcion de genes, permitiendo expresion génica regulada
temporal y espacialmente. Variantes del sistema GAL4, como GAL4-VP16, han sido adaptadas
para detectar moléculas pequefias mediante dominios de unién a ligando estabilizados en
Saccharomyces cerevisiae (Yamada et al., 2020; Jester et al., 2018).

En los biosensores traduccionales, la deteccion se produce por cambios en el proceso de
traduccion del ARNm, empleando elementos como riboswitches, aptameros o regiones UTR
(transcritas, pero no traducidas) que regulan directamente la expresion del gen reportero. Un
enfoque innovador wutiliza inteinas, elementos proteicos moviles que se escinden
postraduccionalmente de una proteina precursora mediante un empalme proteico autocatalitico,
analogo al “splicing” del ARN sin necesidad de cofactores externos, liberando una proteina
funcional (Nanda et al., 2020).

Las inteinas pueden encontrarse en configuraciones de longitud completa (con el dominio
de endonucleasa nativo), mini-inteinas (sin endonucleasa) o inteinas divididas (dos polipéptidos

separados que se asocian) (Wood et al., 2023).
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Un biosensor que ejemplifica este sistema fue reportado Liang et. al. (2011), quienes
generaron una cepa de Escherichia coli sensible a estrogenos mediante la expresion de la proteina
beta-galactosidasa interrumpida por una inteina quimérica, derivada de la VMA de S. cerevisiae,
en la que el dominio endonucleasa fue reemplazado por el dominio de unién al ligando del receptor
de estrogenos. Los autores demostraron que proteina beta-galatosidasa funcional se regeneraba
unicamente en presencia del ligando, evidenciando que es posible inducir de forma efectiva el
procesamiento de la proteina quimérica y, con ello, permitir su cuantificacion (Liang et al., 2011).

Considerando los avances en este campo, se propone la generacion de dos biosensores
fluorescentes codificados genéticamente para la deteccion de sustancias con potencial de
activacion sobre el receptor de glucocorticoides. Especificamente, se desarrollé un biosensor a
nivel transcripcional utilizando el sistema GAL4-UAS en células eucariotas HEK 293T.
Adicionalmente, se construyd un biosensor a nivel traduccional empleando el sistema de inteina
en la cepa bacteriana Escherichia coli.

Ante la necesidad de generar nuevas herramientas para la evaluacion de EDC, este trabajo
de maestria se centr6 en el desarrollo de dos sistemas reporteros basados en la sefializacion
genomica de los GC mediada por el GR. Estos sistemas fueron disefiados con el objetivo de evaluar
su potencial como biosensores para la deteccion de compuestos con actividad disruptora endocrina
que afecten el eje HPA. El primero es un biosensor transcripcional basado en el sistema GAL4-
UAS en células eucariotas HEK293T; el segundo, un biosensor traduccional fluorescente

utilizando un sistema de inteina en la bacteria E. coli.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Establecer lineas celulares biosensores de glucocorticoides basadas en el dominio de unién de
ligando en células eucariotas (HEK293T) usando el sistema GAL4/UAS y en procariotas

(Escherichia coli) utilizando el sistema de inteinas.

2.2 Objetivos Especificos

Establecer lineas HEK293T modificadas genéticamente con el constructo inducible
10xUAS:EGFP y el constructo constitutivo GAL4-LBD-VP16 para determinar la dindmica
transcripcional mediada por los glucocorticoides.

Evaluar una cepa de E. coli portadora del sistema Inteina-LBD-GFP y caracterizar su

potencial como biosensor fluorescente para glucocorticoides.
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3. Metodologia
3.1 Metodologia para el objetivo especifico 1

3.1.1 Linea celular HEK 293T

La linea celular adherente utilizada en este estudio corresponde a las HEK 293T. Estas
células poseen el antigeno T grande del SV40 (virus 40 vacuolado del simio), lo que facilita la
replicacion de plasmidos transfectados episomalmente que contienen el sitio de origen de
replicacion SV40 (Tan, E. ef a/ 2021). Las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humeda

conun 5 % de CO..

El cultivo celular se realizé en medio RPMI-1640 (LONZA), suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (GIBCO) y 1 % de un coctel antimicrobiano compuesto por penicilina,
estreptomicina y anfotericina B (LONZA). El mantenimiento del cultivo se llevo a cabo cada tres
dias. Las células transfectadas con el plasmido reportero fueron criopreservadas a -80 °C. Asi
mismo, se evaluo diariamente el porcentaje de confluencia de las células HEK 293T para garantizar

su Optimo crecimiento y viabilidad.

3.1.2 Diseiio y construccion del plasmido reportero pRInt y pREpi.

La generacion del constructo reportero pRInt se realizé mediante clonacion dirigida del
casete 10xUAS::GFP, amplificado a partir del pldsmido pSTM [10xUAS::GFP previamente
obtenido en el grupo de investigacion GIEM. El casete se insertd entre los brazos de homologia
(HA-L y HA-R, figura 4) del locus AAVS1 (por sus siglas en inglés, Adeno-Associated Virus

Integration Site 1), que se localizan en el intron 1 del gen PPPIR12C (subunidad reguladora 12C
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de la proteina fosfatasa 1) en el cromosoma 19. El constructo obtenido puede ser integrado al locus
genémico AAVSI] mediante recombinacion homoéloga asistida por la técnica CRISPR Cas

(apéndice A).

Figura 4. Diagrama lineal del plasmido pRInt indicando los genes de recombinacion.

e Puro T d2EGFP (F | __HAR | AmpR
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Posicién en el plasmido (bp)

Nota. Se describen los componentes del constructo reportero. HA-L y HA-R (Gris): Brazo de
homologia izquierdo y derecho (AAVS1). SA (Azul): Splicing acceptor. T2A (Verde claro):
péptido 2A. PuroR (Morado): Resistencia a la puromicina. Poli(A) (Naranja): Sefal de la cadena
de poli(A) para el transcrito del gen de resistencia de puromicina. SV40 (Turquesa): Sefial de
poli(A) del SV40. d2EGFP (Verde oscuro): Proteina fluorescente verde. EB1 (Amarillo):
promotor minimo EBI1. 10XUAS (Azul real): 10 repeticiones de la secuencia UAS (Upstream
Activating Sequence). AmpR (Lila): Gen de resistencia de ampicilina. Fuente propia.

Figura 5. Diagrama del plasmido reportero transicional (pREpi).
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Nota. Se describen los componentes del constructo reportero. Tol2 (Naranja): Sitio de insercion
Tol2. 10xUAS (Azul): 10 repeticiones de la secuencia UAS (Upstream Activating Sequence). EB1
(Amarillo): promotor minimo EB1. d2EGFP (Verde): Proteina fluorescente verde. MOD
(Blanco): Ornitina descarboxilasa de raton. SV40 (Celeste): sefial de poli(A) del virus simio 40.
AmpR (Lila): Gen de resistencia de ampicilina. Fuente propia.

3.1.3 Diseiio y construccion de los plasmidos controladores de activacion.

Los plasmidos controladores de activacion, pCC'y pCi, fueron disefiados previamente por
el grupo de investigacion basado en los constructos del estudio de Kawakami et al., 2016. El
plasmido controlador constitutivo, pCC, porta un gen que codifica una proteina constituida por el
dominio de unién al ADN (DBD) del factor de transcripcion GAL4 fusionado al dominio de
transactivacion de la proteina VP16, derivado del virus del herpes simple. Este disefio facilita la
expresion de los genes cercanos a la secuencia UAS (Upstream Activating Sequence), reconocida
especificamente por GAL4-DBD (figura 6).

Figura 6. Diagrama lineal del plasmido controlador pCC con sus diferentes componentes
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Nota. Se describen los componentes del pldsmido controlador constitutivo. VP16 (Rosado):
elemento de activacion. 3xHA (Naranja): péptido de etiqueta. CMV (Azul): promotor de
citomegalovirus humano. SP6 (verde claro): promotor para ARN polimerasa. GAL4 (Verde
oscuro): Factor de transcripcion GAL4 subunidad DBD. SV40 (Lila): secuencia de
poliadenilacion. AmpR (Morado): gen de resistencia de ampicilina. pUC Ori (Amarillo): Sitio de

origen de replicacion bacteriano. Fuente propio.

El plasmido controlador inducible, pCi, es similar al pCC (figura 6) pero contiene
adicionalmente el dominio de unidn al ligando del receptor de glucocorticoides, NR3C1, del pez

cebra (Danio rerio), entre el DBD del GAL4 y el elemento activador VP16 (figura 7).

Figura 7. Diagrama lineal del plasmido controlador inducido pCi.
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Nota. Se describen los componentes del plasmido controlador constitutivo. VP16 (Rosado):

elemento de activacion. CMV (Azul): promotor de citomegalovirus humano. GAL4 (Verde):
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Factor de transcripcion GAL4 subunidad DBD. GR (Verde oscuro): dominio de unién de ligando
del receptor de glucocorticoides. SV40 (Lila): secuencia de poliadenilacion. AmpR (Morado): gen
de resistencia de ampicilina. pUC Ori (Amarillo): Sitio de origen de replicacion bacteriano. Fuente

propio.

Ambos plasmidos fueron transformados en bacterias Escherichia coli NEB 5-alpha (New
England Biolabs) quimiocompetentes mediante el método de choque térmico. Posteriormente, se
extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit ZR Plasmid Miniprep-Classic (Zymo Research),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.1.4 Generacion de la linea celular HEK 293T-pRInt.

La linea celular HEK293T portadora del casete reportero 10xUAS::GFP (HEK
293T pRInt) se generdé mediante recombinacion homologa asistida por el sistema CRISPR Cas.
En este sentido, las células HEK 293T fueron co-transfectadas con los plasmidos pRInt (ver arriba)
y pXAT2, que contiene el gen de la nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes, y el casete de
expresion constitutiva del ARN guia especifico para el intron 1 del gen PPPIR12C humano. Una
vez transfectadas, las c€lulas fueron seleccionadas en puromicina y subcultivadas en medio con

puromicina (ver apéndice D).

3.1.5 Generacion del sistema celular reportero semi-estable.
La linea celular HEK 293T pRInt fue transfectada con los plasmidos controladores pCC'y
pCi. Las células resultantes fueron evaluadas en ensayos de activacion transcripcional de GFP en

diferentes concentraciones de dexametasona (ver apéndice E).



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 44

3.1.6 Generacion del sistema celular reportero transitorio.

La linea celular HEK 293T fue co-transfectada con el plasmido pREpi y el plasmido
controlador pCC o el plasmido pCi. Las células resultantes fueron evaluadas en ensayos de
activacion transcripcional de GFP en diferentes concentraciones de dexametasona (ver apéndice
F). Es importante resaltar que las células no fueron seleccionadas con antibiotico y, por lo tanto,
los plasmidos se mantienen de manera episomal y la expresion es transitoria en la poblacion
celular.

3.1.7 Evaluacion del potencial biosensor de los sistemas reporteros semi-estable y transitorio.

Para evaluar la respuesta dosis-dependiente de los sistemas reporteros generados, las
células transfectadas fueron expuestas a distintas concentraciones de dexametasona (0.1 uM - 100
uM). La fluorescencia fue medida a las 24 horas posteriores a la exposicion mediante citometria
de flujo utilizando el equipo Attune NxT Flow Cytometer (Thermo Scientific) (ver apéndice G).
3.1.8 Evaluacion de la especificidad del sistema reportero transitorio.

Los ensayos de especificidad se evaluaron por citometria usando el sistema transitorio
pREpi + pCC/pCi, en presencia de los siguientes analitos: dexametasona, levotiroxina y
hemihidrato de estradiol (ver apéndice H).

3.1.9 Analisis estadisticos.

Se utiliz6 el software GraphPad Prism 10 para el analisis estadistico. Para evaluar las
diferencias significativas en la relacion dosis-respuesta de cada sistema reportero (pRInt+ pCCi y
PpREpi+pCCi), se empled un andlisis de varianza (ANOVA) unidireccional. La comparacion de las
curvas dosis-respuesta entre ambos sistemas se realizO mediante un Anova bidireccional. Se

considero una diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0.05.
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Para evaluar la especificidad del sistema reportero pREpi+ pCCi, se aplic6 un ANOVA
bidireccional, comparando las respuestas obtenidas para cada analito en dos grupos: células
transfectadas con los constructos y células no transfectadas. Los niveles de significancia estadistica
se establecieron como sigue: ns (no significativo) para p > 0.05; * para 0.01 < p < 0.05; ** para
0.001 < p < 0.01; y *** para p < 0.001. Adicionalmente, se cuantificé la reactividad cruzada
(CR%), una propiedad indeseable en biosensores que mide la respuesta erronea a sustancias

interferentes (Mata Calidonio y Hamad-Schifferli, 2025). La formula empleada es:

(Sefial neta promedio del interferente)

CR% = X 100

(Sefial neta promedio de dexametasona)

En este andlisis, la solucion de NaCl al 0.9 % fue utilizada como control negativo, ya que
es el vehiculo comun para los medicamentos evaluados. Una especificidad alta se traduce en un
CR% cercano a cero.

Los parametros de desempefio del biosensor incluyendo sensibilidad, afinidad, rango
dinamico, limite de deteccion y especificidad se determinaron mediante analisis estadistico y ajuste
de curvas. Las sefiales de fluorescencia (unidades relativas de fluorescencia, URF) se expresaron
como la media = la desviacion estandar de tres réplicas técnicas independientes. Las curvas dosis-
respuesta se ajustaron a un modelo de union de un sitio (Michaelis-Menten) o cooperativo
(ecuacion de Hill) utilizando regresion no lineal por minimos cuadrados (método de Levenberg-
Marquardt) en Python 3.10. Para este caso, donde se asume un receptor simple o0 monomeérico, la
relacion se expresa como:

(Rmax — Rmin) * [L]
(Kd + [L)

R = Rmin +
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Donde R representa la cantidad de ligando unido al receptor, cuantificada por la senal de
fluorescencia relativa; Rmax es la capacidad méxima de unién de receptor (Sefial méxima del
biosensor); Rmin es la sefial basal sin el analito; [L] es la concentracion del ligando; y Kd es la
constante de disociacion (Concentracion de ligando a la cual la mitad de los sitios de union estan
ocupado) (Sta et al., 2024).

El rango dindmico se calculd como la relacion entre la fluorescencia relativa maxima (URF
maxima) y la URF minima detectable para ambos biosensores. El limite inferior del rango de
deteccion (LOD) se determind usando la férmula:

LOD = 3 = SDblanco/Sens max

Donde Sens max es la sensibilidad maxima del biosensor evaluado y SD blanco es la
desviacion estandar del blanco. El limite superior se fij6 en la concentracion donde se alcanza el
90% de la senal maxima (0.9*Rmax). Ademads, se calcul6 la sensibilidad méaxima, que refleja la
eficacia del sensor para detectar cambios minimos de concentracion dentro de su rango funcional
(Buchwald, 2020; Buchwald, 2022).

3.2. Metodologia para el objetivo especifico 2
3.2.1 Diseiio y construccion de las proteinas quiméricas pGFPintGR y pGFPintER.

El plasmido portador del gen quimérico GFPintER se obtuvo de manera sintética en la
compaiia Macrogen Inc. (Corea del Sur). Este gen codifica para la proteina verde fluorescente
(GFP) interrumpida por una mini-inteina portadora del dominio de unién a estrogenos (LBDEr).
Se decidio inicialmente sintetizar este gen ya que la inteina quimérica intER fue previamente
caracterizada funcionalmente (Buskirk, A. R et a/ 2004; Liang et. al. 2012). Posteriormente, el

LBDgr fue reemplazado por el LBDgr mediante métodos de clonacion estandar. Como control, se
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uso el gen de la GFP no interrumpido. Los genes de interés fueron subclonados en un vector
inducible, reemplazando el gen de la Taq polimerasa del vector de expresion pAKTaq

(https://www.addgene.org/25712/). Los plasmidos generados se denominaron pGFPintGR,

pGFPintER y pGFPi (figura 8). Para més informacion en detalles de la generacion de los plasmidos
de las proteinas quimérica, dirigirse al apéndice 1.

Figura 8. Diagrama del constructo pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR
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Nota. A continuacion, se describen los componentes de los tres constructos pGFPi, pGFPintER y
pGFPintGR. Los tres plasmidos contienen los siguientes componentes de vector: promotor tac
(Flecha rosada), lac operador (verde oliva), etiqueta de histidina (al lado del gen GFP o N-GFP),
promotor Lac (Blanco) y el represor de Lac (Gris), también esta el gen de resistencia a la
ampicilina (Morada) para la seleccion de las colonias transformantes. Para el plasmido
pGFPintER estda compuesto por la proteina quimérica principal IntER cuyos dominios se
representa de la siguiente manera: N-GFP (verde), N-inteina (Naranja), dominio de union de
ligando del receptor de estrogeno ER-LBD (Azul turquesa), C- inteina (Naranja), C-GFP

(Verde). De igual forma el plasmido pGFPintGR estd compuesto por la proteina quimérica


https://www.addgene.org/25712/

ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 48

principal IntGR, del cual contiene los mismos segmentos, pero a diferencia se reemplaza el gen
ER-LBD por dominio de unién de ligando del receptor de GR-LBD (Rosado). Fuente propia.
3.2.2 Generacion de las cepas bacterianas de expresion y ensayos de induccion.

La cepa Escherichia coli BL21 (New England Biolabs) se empleo para la expresion de las
proteinas heterélogas codificadas en los plasmidos pGPFintER y pGFPintGR. Esta cepa es
deficiente en las proteasas OmpT y Ion, lo cual favorece la acumulacién de proteinas
recombinantes (Lozano Tero, G et al., 2021) (apéndices J).

Las inteinas quiméricas fueron analizadas para determinar su funcion como biosensores de
GC. Para esto, la expresion de las inteinas quiméricas fue inducida mediante el analogo IPTG;
posteriormente, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones dexametasona y la
fluorescencia fue evaluada cualitativamente en un transiluminador o cuantitativamente por
citometria de flujo inducidas usando que expresan las proteinas quiméricas fueron inducidas por
IPTG mediante la exposicion de las celular como, es de recordar que estos constructos contienen
los elementos regulatorios del operdn /ac que incluyen el promotor con la secuencia operadora
(plac) y el gen codificante del represor (lacl). Este represor inhibe la expresion del biosensor en
ausencia de un inductor, pero a la presencia de alolactosa o su analogo no metabolizable, IPTG
(isopropil-p-D- 1-tiogalactopiranodsido), se induce la transcripcion del gen de interés (Browning,
D et al, 2019. Velazco, S et al., 2021). Con el fin de evaluar la expresion de las proteinas
quiméricas, se indujeron cultivos de células E.coli BL21 portadoras de los diferentes plasmidos de
interés con 1 mM de IPTG.

3.2.2.1 Analisis de la expresion de las proteinas pGFPintER y pGFPintGR con la
induccion IPTG con diferentes concentraciones de dexametasona y estradiol a 37°C de

incubacion. Para evaluar el funcionamiento de los biosensores, se prepard un cultivo primario
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inoculando una colonia de cada constructo en 5 mL de caldo LB suplementado con ampicilina e
incubando a 37°C durante toda la noche. Posteriormente, se transfirieron 100 pl de este cultivo
inicial a 3 ml de caldo LB + ampicilina. La induccién con 1 mM de IPTG se inicio al alcanzar una
densidad optima de 0.4 OD600. Después de tres horas de expresion de la proteina quimérica a
37°C, se anadieron diferentes concentraciones de dexametasona (Sigma) y estradiol
hemihidrato/Dienogest (Abbott).

Para las células BL21 pGFPintER, se dispusieron tres tubos conicos: Un control negativo
sin induccion, un vial con induccion sin estradiol, y un tubo con induccion + 100 uM de estradiol
hemihidrato/dienogest. En cuanto a las células BL21 pGFPintGR, se utilizaron seis tubos: Uno
como control negativo de induccién y los cinco restantes con inducciéon mediante ImM de IPTG y
diferentes concentraciones de dexametasona (0, 0.1, 1, 10 y 100 uM). Adicionalmente, se incluy6
un vial con la bacteria sin plasmido, dos viales para los controles de induccion (BL21 pGFPi) (Ver
apéndices K), y un control de fluorescencia (BL21 pShuttle) referenciada en la base de datos

https://www.addgene.org/67964/ . Para evaluar el funcionamiento de las proteinas quiméricas, las

muestras se expusieron a los compuestos en dos momentos: 0 y 24 horas. El analisis del
funcionamiento de fluorescencia se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo de cuantificacion
de la expresion proteica que se implemento para el constructo pGFPi. Es de aclarar que todo el
procedimiento se realizo a temperatura de incubacion a 37°C con agitacion a 200 rpm. Se realizo
el mismo procedimiento estandarizado para la cuantificacion de la expresion proteica del
constructo pGFPi en la medicion del funcionamiento de las proteinas de interés.

Adicionalmente, se verifico la expresion, produccion y autoclivaje de las proteinas
quiméricas electroforesis en gel de SDS-PAGE al 10%. Para la preparacion de las muestras, se

tomaron 20 pl del medio de cada cultivo, se centrifugaron a 12.000 g durante 2 minutos y se
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descarto el sobrenadante. El precipitado se resuspendid en 50 pl de buffer de Laemmli y se incubd
a 95°C durante 5 minutos. La electroforesis se realizd6 a 100 voltios durante 2 horas. El gel
resultante se tiid con azul de Coomassie con agitacion a temperatura ambiente, durante toda la
noche, y finalmente se decolord con solucion de decoloracion débil (Metanol 5% v/v y éacido
acético 10% v/v). La imagen del gel se capturd utilizando el equipo Biorad Chemidoc MP Imaging
Systems.

Adicionalmente, se evalud un ensayo de induccion 30 °C para las proteinas quiméricas con
diferentes concentraciones de dexametasona y estradiol (Ver apéndices L), con el fin de observar
el funcionamiento de las proteinas.

3.2.3 Lisis celular usando método sonicacion en las cepas de los constructos pGFPintER y
PGFPintGR.

Para protocolo de lisis celular mediante sonicacién comenz6 con la inoculacion de 1 ml de
un cultivo overnight en 200 ml de caldo Lb suplementado con ampicilina. Este procedimiento se
replico para cada uno de los constructos: pGFPintER y pGFPintGR. Los cultivos resultantes se
incubaron a 37°C bajo agitacion a 200 rpm hasta que se alcanzé una densidad optica de 0.4 OD600
nm. En este punto, se indujo la expresion proteica mediante la adicion de 1 mM de IPTG,
manteniendo la incubacion por 11 horas bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacion,
con el proposito de generar una cantidad suficiente de biomasa bacteriana (aproximadamente un
gramo de pellet) para la sonicacion.

Tras la induccidn, los cultivos se centrifugaron a 10.000 g por 10 minutos a 4°C,
descartando el sobrenadante y conservando el pellet. El pellet fue resuspendido con el Buffer A
(50mM NaH;POy4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, I mM PMSF con pH 8.0) en una proporcion

aproximada de 1:10 (peso-volumen). La lisis por sonicacion se llevo a cabo utilizando un equipo
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Ultrasonic Homogenizer Pulse 150 de la marca Benchmark, configurado con 20 segundo en “ON”
y 40 segundos en “OFF”, repetidos por 30 ciclos con una amplitud del 35%. Finalmente, las
suspensiones sonicadas se centrifugaron a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C para la separacion
del pellet y el sobrenadante, lo que permitié determinar la ubicacion subcelular de las proteinas
quiméricas.

Para cuantificar la proteina se emple6 el método de Bradford. Esto permitié preparar las
muestras con una concentracion de 5 pg/ul, las cuales fueron cargadas en un gel de SDS-page al

10 % con el objetivo de confirmar expresion y produccion de los constructos.

3.2.4 Induccion a diferentes concentraciones de IPTG a 25 °C de los constructos pGFPintER y
PGFPintGR.

Para la ejecucion de este ensayo, se inicid con la inoculacion de 100 ul de un cultivo
overnight en 10 ml de caldo LB enriquecido con ampicilina. Los cultivos se incubaron a 37°C con
agitacion constante (200 rpm) hasta una densidad 6ptima a 600 nm de 0.4. Posteriormente, se
dispensaron 150 pl del cultivo en los pozos de una placa de 96. Se designaron secciones para los
constructos pGFPintER y pGFPintGR, evaluando su comportamiento frente a un rango de
concentraciones de IPTG (0 mM, 0.001 mM, 0.005 mM, 0.01 mM. 0.05 mM, 0.1 mM y 0.5 mM).
Se afadieron controles que incluyen E.coli BI21 sin plasmido y E.coli BL21 con plasmido pGFPi
(inducida con 1 mM IPTG). Este ensayo se configur6 por triplicado para cada condicion
experimental y del control. La induccidn se llevo a cabo a 25°C durante un periodo de 12 horas.

Posteriormente, se agregd 100 uM de dexametasona y 100 uM de hemihidrato de estradiol

para los constructos correspondientes. Las muestras se incubaron a 25 °C durante 24 horas.
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Finalmente, la lectura de fluorescencia se realiz6 en el equipo Sinergy H1 marca Biotek, utilizando

longitudes de onda de excitacion de 475 nm y de emision de 509 nm.

3.2.5 Anadlisis estadistico.

Se utilizo el software GraphPad Prism 10 para todos los andlisis estadisticos y la generacion
de graficos. La expresion proteica de GFP y de las proteinas quiméricas pGFPintER y pGFPintGR,
en funcion de induccion con 1 mM de IPTG a 37°C y 30°C con diversas concentraciones de
dexametasona y estradiol, fueron representadas graficamente con datos descriptivos.

Para el ensayo de permeabilidad con cloruro de calcio (CaCl), las mediaciones de
fluorescencia (URF) realizadas con el citometro de flujo Attune NxT (Invitrogen) se analizaron
mediante un Anova unidireccional. Este anélisis permitid6 comparar la sefal de fluorescencia de
cada grupo de constructo bajo diferentes condiciones: Sin induccion, 0 uM del analito con
induccion, y 100 uM del analito con induccion. Cada muestra se proceso por duplicado (Apéndice
M).

Asimismo, el ensayo de induccidon con diferentes concentraciones de IPTG (25°C) de las
cepas con los constructos pGFPintER y pGFPintGR, en presencia de 100 uM del analito, fue
analizando con un Anova unidireccional para comparar la sefial fluorescencia (URF) por cada
constructo. Los niveles de significancia para todos los analisis fueron definidos como; ns (no

significativo) para p > 0.05; * para 0.01 < p <0.05; ** para 0.001 <p <0.01; y *** para p <0.001.
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4. Resultados
4.1 Resultados para el objetivo especifico 1.
4.1.1 Plasmido reportero pRInt.

Los plasmidos reporteros disefiados y construidos en el presente trabajo se basan en el
casete 10xUAS::GFP_SV40pA.

En el caso del plasmido pRInt, el casete fue clonado en el vector pAAVSI, lo que le
permiti6 ser integrado mediante recombinacion homologa, mediada por CRISPR-Cas9, en el sitio
19q13.4 gtr del cromosoma humana (gen PPPIR12C, que codifica a una subunidad de la fosfatasa
de miosina). Este sitio es ampliamente usado en terapia génica, ya que permite la expresion estable
de los transgenes, con una minima alteracion de la funcion celular (Hayashi et al., 2020). Para
confirmar el constructo resultante, se realizaron dos métodos de verificacion: Secuenciacion por
Sanger (Ver apéndices N) y andlisis de patrones de cortes enzimaticos, empleando las enzimas
Spel y EcoRI. Los resultados de la electroforesis fueron comparados con los patrones esperados,

los cuales fueron visualizados con el SnapGene Viewer y analizados con el software Restriction

Analyzer (https://molbiotools.com/restrictionanalyzer.php). Los patrones de restriccion obtenidos
concuerdan plenamente con los esperados, por lo cual se valida el constructo (Figura 9).

Figura 9. Caracterizacion del plasmido pRInt con enzimas de restricciones
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A. Muestra los patrones de corte esperados generados por el analizador del software en linea B.
Patrones de ADN obtenidos de la digestion enzimatica. En el pozo 2 se observa la linealizacion
del plasmido con la enzima Spel, por otro lado, el pozo 3 muestra los fragmentos resultantes de la
digestion con las enzimas Spel- EcoRI. PM indica el marcador de peso molecular.
4.1.2 Seleccion de la linea celular HEK 293T pRInt

La linea celular HEK 293T pRInt fue seleccionada por su resistencia a la puromicina. La
expresion del gen de resistencia a la puromicina es posible gracias a la integracion por
recombinacion homodloga en el locus AAVSI. El casete integrado contiene un sitio aceptor de
splicing (SA) que precede el ORF del gen que codifica a la puromicina. Este sitio permite que la
maquinaria de splicing celular empalme el gen de puromicina con el primer exon del gen endogeno
PPPIRI12C, situandose asi bajo el control del promotor nativo de PPP1R12C (Bijlani S. et al. 2022;
Bernardi, A et al. 2021). Esta edicion gendmica se logré mediante la co-transfeccion del plasmido
reportero pAAVSI-10XUAS::EGFP junto con el plasmido pXAT2, que aporta la nucleasa Cas9 y

el ARN guia (ARNg) necesario para la incision en el locus AAVS1 (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de seleccion con puromicina en HEK 293T modificado genéticamente con

el sistema de CRISPR-CAS9

Poblacion no seleccionada con puromicina Poblacién seleccionada con puromicina
(pXAT2+pRInt)

Nota: Las fotografias muestran el efecto del tratamiento con puromicina en dos poblaciones
celulares después de siete dias post-transfeccion con lipofectamina. El inciso A corresponde a la
poblacién no seleccionada (sin plasmido pXAT2 + pRint) la cual presenta una confluencia celular
inferior al 50%. En contraste, la figura B representa la poblacion seleccionada, que se visualiza
una confluencia celular aproximadamente en un 90%, lo que demuestra la efectividad de la
seleccion con puromicina para las células modificadas genéticamente.
4.1.3 Anadlisis funcional de los sistemas celulares reporteros

Los sistemas reporteros, tanto el semi-estable como el transitorio, transfectados con el
plasmido pCC, presentaron niveles de fluorescencia significativamente mayores a los controles

HEK293T y HEK293 pRInt. En particular, se registraron lecturas de 2688.5 URF para el
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semiestable y 10,734 URF para el transitorio. La fluorescencia emitida por el sistema transitorio
constitutivo fue aproximadamente cuatro veces mayor que la del sistema semi-estable constitutivo
(Figura 11). En conjunto, estos resultados indican que los sistemas reporteros constitutivos son
funcionales, aunque presentan diferencias notables segun el estado del reportero, ya sea integrado
en el genoma o mantenido en forma episomal.

Figura 11. Evaluacion funcional de los sistemas reporteros constitutivos
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Nota: Se verifico la expresion de fluorescencia de los diferentes controles HEK293T sin
transfectar, HEK 239T con el constructo pRInt, HEK 293T con el sistema de activacion
constitutivo pCC en el sistema reportero semi-estable y transitorio, y adicionalmente HEK 293T
con un plasmido de pEGFP constitutivo como control positivo de fluorescencia de la proteina

verde fluorescente EGFP.
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Por otro lado, se evalud la respuesta del sistema celular reportero semi-estable transfectado
con el plasmido pCi. Se observd una respuesta positiva entre la concentracion de dexametasona y
las unidades relativas de fluorescencia (URF), lo que indica una activacion dosis-dependiente del
sistema. La ausencia de diferencias significativas en las URF entre la condicién de 0 uM de
dexametasona y la linea HEK293T pRInt (sin activador) confirma la baja actividad basal del
sistema y su dependencia del inductor. Ademas, el hecho de que no se registre un incremento
sustancial en las URF entre 10 uM y 100 uM sugiere que el sistema alcanza un umbral de
saturacion, ya sea a nivel del dominio de unién al ligando del receptor o del propio sistema de
transcripcion inducible (Figura 12).

Figura 12. Evaluacion funcional del sistema reportero semi-estable inducible.
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Nota: El sistema celular semi-estable transfectado con pCi presenta un aumento progresivo de la
fluorescencia en presencia de la dexametasona, hasta llegar a un valor de saturacion de 10 uM. La
barra horizontal superior muestra los datos de significancia al comparar la concentracion de 0 uM
de dexametasona con respecto a las diferentes concentraciones (0.1 uM, 1 uM, 10 uM y 100 pM).

Posteriormente, se evaluo el sistema reportero transitorio transfectado con el plasmido pCi.
Al igual que el sistema semi-estable, presentd un incremento dosis-dependiente en las unidades
relativas de fluorescencia (URF) conforme aumentd la concentracion de dexametasona. En
particular, mostr6 una baja actividad basal de 1418.0 URF en ausencia de dexametasona (0 uM),
con un incremento progresivo hasta alcanzar un umbral de saturacion de 7847.3 URF a 100 uM
(Los valores de URF fueron los siguientes: 1418.0 URF a 0 uM, 1955.3 a 0.1 uM, 3776.0 URF a
1 uM tabla, 7403.7 URF a 10 uM y 7847.3 URF a 100 uM, Figura 13).

Figura 13. Evaluacion funcional del sistema reportero transitorio inducible.
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Al comparar los resultados de los dos sistemas reporteros, es evidente una diferencia
significativa en las URF a partir de la concentracion 1 pM de dexametasona. Especificamente, el
sistema reportero semi-estable mostréo un valor de 1728.3 URF, mientras que con el sistema
reportero transitorio se registrd un valor de 3776.0 URF. Notablemente, si bien ambos sistemas
reporteros exhiben un comportamiento dosis-dependiente ante la dexametasona, el rango dinamico
del sistema semi-estable es considerablemente menor en comparacion con el sistema transitorio
(Figura 14).

Figura 14. Comparacion funcional entre los sistemas reporteros inducibles.
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Nota: (A) Presenta una gréfica de barras que ilustra las diferencias significativas observadas en la
respuesta de cada sistema reportero a diversas concentraciones de dexametasona.
Complementariamente, en la grafica (B) muestra una curva dosis-respuesta de tipo sigmoidea, este
se exhibe un rango dindmico amplio en la estrategia del pREpi + pCCi indicando que el biosensor
responde de manera mas eficiente, con una activacion fuerte y dependiente de la concentracion de

glucocorticoides, en contraste con el sistema pRInt + pCCi.
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Adicionalmente se calcul6 la sensibilidad maxima, limite de deteccion, rango de deteccion,

constancia de disociacion y rango dindmico, la tabla 2 presenta una comparacion de los biosensores

con gen reportero integrado y no integrado

Tabla 2. Criterio del desemperio de los sistemas reporteros transcripcionales

Parametros

Valores

Reportero semi-estable

Reportero transitorio

Kd (uM) 0.15 0.50
Sensibilidad maxima (URF/ uM) 49333 13060.0
LOD (uM) 0.034 0.008
Limite superior (uM) 1.5 5.0
Rango de deteccion (uM) 0.034-1.5 0.008 - 5.0
[L] al 10% de Rmax (uM) 0.017 1.35
[L] al 90% de Rmax (uM) 1.35 4.50
Rango dindmico (uM) 0.017-1.35 1.35-4.50

A partir de los datos presentados en la tabla 2, se observa una diferencia notable en el

rendimiento del sistema reportero semi-estable y transitorio. El sistema reportero transitorio

demuestra una sensibilidad méaxima superior (tres veces mayor) en comparacion con el sistema

reportero semi-estable, lo que indica un mejor desempefio para la deteccion de bajas

concentraciones de glucocorticoides. Adicionalmente, el limite de deteccion del reportero

transitorio es cuatro veces mejor para bajas concentraciones, y presenta un amplio rango de

deteccion de 0.008 a 5.0 uM.
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Por otro lado, el sistema reportero semi-estable muestra una mayor afinidad (Kd) por la
dexametasona, siendo tres veces mas afin que el reportero transitorio (Tabla 2). Esto lo convierte
en un indicador superior para concentraciones extremadamente bajas (menor a 0.1 uM), aunque

tiende a saturarse rapidamente a concentraciones mas altas.

4.1.4 Especificidad del sistema reportero transitorio.

Con el fin de evaluar la especificidad del sistema reportero inducible, se evalud la respuesta
funcional del sistema reportero transitorio transfectado con pCi frente a dos clases de compuestos:
(A) levotiroxina (agonista del receptor nuclear de la hormona tiroidea, TR) y (B) hemihidrato de
estradiol, (agonista del receptor de estrogenos, ER). Como control, se agregaron las moléculas
arriba mencionadas a células HEK 293T no modificadas genéticamente (Figura 15).

En esta evaluacion se evidencia que el sistema reportero transitorio inducible solo responde
a dexametasona. Este hallazgo es crucial, ya que nos indica la especificidad del constructo
activador inducible por moléculas que interactuan con el dominio de union a ligando del receptor
de glucocorticoides. La ausencia de activacion por parte de los otros analitos evaluados (receptor
de hormonas tiroides y receptor de estrégenos) confirma que no existe interferencia significativa

de estas moléculas en el ensayo (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion de la especificidad del sistema reportero inducible transitorio.
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Nota: Se observa la especificidad del sistema reportero transitorio respondiendo exclusivamente a
50 uM de dexametasona. Dex: dexametasona. Est: Hemihidrato de estradiol. Levo: levotiroxina.

Por otro lado, se realizaron los calculos de porcentaje de la reactividad cruzada de los dos
medicamentos (Hemihidrato de estradiol y levotiroxina). Los resultados detallados de la
reactividad cruzada se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Especificidad del sistema reportero transitorio

Sustancia Reactividad cruzada (CR%)
Hemihidrato de estradiol 1.31%
Levotiroxina 1.05%

Los datos obtenidos indican que el sistema reportero transcripcional demuestra una alta

especificidad por la dexametasona. Las sefales netas observadas para el estradiol y la levotiroxina
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fueron minimas, muy cercanas a las del control negativo, y su reactividad cruzada fue inferior al
2% (Tabla 3). Esto se alinea con el principio de que los receptores bioldgicos, si bien suelen unirse
firmemente a un Unico ligando natural, tienden algunas veces no distinguir entre multiples
sustancias con estructuras similares (hemihidrato de estradiol), por lo cual puede generar diafonia

y transducir sefales no deseables. (Xi et al., 2023).

4.2 Resultados para el objetivo especifico 2.

4.2.1 Construccion de los plasmidos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR,

Los plasmidos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR, permiten la expresion de los genes de
interés (GFP, GFPintER y GFPintGR) de manera inducible por el galactésido IPTG. La figura 8
presenta los mapas lineales de los plasmidos portadores de los genes de interés, los cuales fueron
validados por los patrones de digestion obtenidos y mediante secuenciacion Sanger (Apéndices O
y P).

4.2.2 Anadlisis funcional de los constructos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR.

Se evaluaron las condiciones 6ptimas de induccioén con IPTG para el gen de interés usando
las bacterias E. coli BL21 pGFPi. La expresion de la GFP se puede visualizar de manera directa,
usando un transiluminador, o evaluando la fluorescencia por citdmetria de flujo. La induccion de
la expresion de la GFP se realizo con 1 mM de IPTG, y se evalu6 en diversos puntos de tiempo (0,
1,2,3,4,5y 24 horas). Se observd que los maximos niveles de fluorescencia se alcanzaron a las
tres horas de exposicion al inductor, registrando un valor de 125.376 URF (Figura 16).
Posteriormente, disminuy¢ la senal de fluorescencia, probablemente atribuible al aumento de la

densidad optica del cultivo por el crecimiento bacteriano (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de la GFP en funcion del tiempo de inductor bajo el sistema operon lac.
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Nota: Se observa un pico de expresion de la GFP a las tres horas de induccion. Asimismo, se
corrobora la baja fluorescencia en ausencia del inductor, lo que indica la eficiencia del sistema
operdn lac en la supresion de la expresion. Las sefiales de fluorescencia se realizaron mediante el
transiluminador ChemiDoc™ XRS.

A partir de la optimizacion de la expresion de la GFP, se procedio a evaluar las proteinas
quiméricas pGFPintER y pGFPintGR a 37 °C. Para ello, se sigui6 el mismo protocolo de induccion
con IPTG previamente establecido, incluyendo la adicion de los ligandos especificos para cada
LBD. Después de tres horas de incubacion con el inductor, se agregaron las diferentes
concentraciones de los ligandos.

A las 24 horas de incubacion se observo que, en ausencia de inductor y de ligando, los

niveles de URF fueron bajos (menor 44765 URF en el caso E. coli BI2] pGFPintERy 31747 URF
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en E. coli BI21 pGFPintGR), presentando valores similares a la cepa E. coli BI21 sin plasmido o
sin inductor en E. coli BI21 pGFPi (Figura 17). Sin embargo, no se visualiza un aumento de la
fluorescencia proporcional al aumento de la concentracion de los respectivos ligandos. Es de
recalcar que los controles E. coli BI21 pShuttle y pGFPi con el inductor expresaron fluorescencia

(78751 URF y 73552 URF en 24 horas), por lo cual se corrobora el funcionamiento del sistema

operdn lac (Figura 17, apéndice Q).

Figura 17. Andlisis funcional de las proteinas GFPintER y GFPintGR a 37°C con diferentes

concentraciones de hemihidrato de estradiol y dexametasona
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Nota: En la figura se ilustra los diferentes tiempos de exposicion del medicamento sobre la
actividad de los constructos quiméricos E.coli pGFPintER y E.coli pGFPintGR a 0 y 24 horas.
Las mediciones de URF se realizé con el transiluminador ChemiDoc™ XRS. Es de aclarar que se

midio6 la fluorescencia desde el tiempo 0 h después de agregar las diferentes concentraciones de

medicamentos, y no por el tiempo 0 h del inductor IPTG.
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Los resultados no evidenciaron un aumento en los niveles de URF a las 24 horas.
Especificamente, para el constructo E.coli pGFPintER, los valores se mantuvieron estables con
la exposicion de hemihidrato de estradiol (Est): 38,889 URF a 0 horas y 44, 765 URF a 24 horas
sin inductor; 37,799 URF a 0 horas y 34,635 URF a 24 horas a 0 uM; y 34,791 URF a 0 hora y 26,
333 URF a 24 horas a 100 uM. De manera similar, los valores de URF para E.coli pGFPintGR no
aumentaron de manera proporcional al aumento de la concentracion del medicamento
(Dexametasona- Dex-), con valores iniciales a 0 horas de 38,872 URF sin inductor, 37,688 URF a
0 uM, 39,565 URF a 0.1 uM, 36,3387 URF a 1 uM, 35,470 URF a 10 uM y 29,799 URF a 100
uM; y en 24 horas de 37, 747 URF sin inductor, 32,012 URF a 0 uM, 32, 570 URF a 0.1 uM, 3,209
alpuM, 27,614 URF a 10 uM y 27,294 URF a 100 uM, respectivamente.

Teniendo en cuenta que no se observd induccion de la fluorescencia en las inteinas
analizadas, y que previamente se habia reportado la funcionalidad de la inteina intER en presencia
de estrogenos (Liang et. al. 2011), se verifico la produccion de las proteinas quiméricas mediante
electroforesis en gel de SDS-PAGE al 10%. En este analisis, se observaron las bandas esperadas
para las proteinas GFPintER y GFPintGR (Fechas rojas), con pesos moleculares de 73.7 kDa y
72.1 kDa, respectivamente. Sin embargo, no se observa expresion de la GFP procesada en las
muestras tratadas con los respectivos ligandos (Figura 18).

Estos resultados indican que si bien la expresion de las proteinas de interés es inducida por
el IPTG, el procesamiento de la inteina no ocurre en presencia del ligando y por lo tanto no se

regenera la GFP funcional.
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Figura 18. Verificacion de la induccion y procesamiento de las proteinas quiméricas GFPintER y

GFPintGR.
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Nota: En la figura se evidencia la produccion de la GFP por medio de los controles (pShuttle y
pGFPi con el inductor) se observa a una altura 26.9 kDa, indicada con la fecha verde. Por otro
lado, se puede observar que los constructos pGFPintER y pGFPintGR sin inductor (-IPTG) no
presenta la banda de GFPintER y GFPintGR, lo que verifica la falta del inductor para la generacién
de la proteina quimérica. No obstante, se visualiza la expresion proteica de los constructos con la
induccién en diversas concentraciones (0, 1, 10, 100 uM de dexametasona y 0 y 100 uM de
hemihidrato de estradiol) a la altura aproximada de 72 kDa sefialada con la flecha roja.
Adicionalmente, se evaluaron diferentes condiciones experimentales para mejorar la
funcionalidad de las inteinas. Por ejemplo, se realizé todo el experimento a menor temperatura de
incubacion (30°C) o se incluyo un paso de permeabilizacion de la membrana con CaCl, para
mejorar el ingreso del ligando. Sin embargo, ninguna de estas modificaciones resultd en un

aumento significativo de la fluorescencia (ver resultados suplementarios, apéndices R y S).
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4.2.3 Evaluacion de la localizacion celular de las proteinas GFPintER y GFPintGR.

Si bien la induccion de las proteinas de interés con IPTG produce las proteinas del tamafio
esperado (Figura 18), el procesamiento de las inteinas mediado por el respectivo ligando no se
evidencia, ya que no se presenta una banda en el peso esperado para la GFP, ni se produce
fluorescencia (Figuras 17, 18 y apéndices Q). Esto puede ser explicado por problemas de
plegamiento que afecten la solubilidad de la inteina. Para abordar este problema, se analiz6 la
localizacion sub-celular de las proteinas de interés expresadas, evaluando la fraccion en donde se
encuentran después de la lisis celular mediante la técnica de sonicacion y centrifugacion.

La evidencia obtenida revela que tanto la proteina GFPintER como la GFPintGR se retienen
predominantemente en la fraccion insoluble (Figura 19) como parte de cuerpos de inclusion. Los
cuerpos de inclusion son agregados insolubles, comunmente ubicados en el citoplasma, y
ocasionalmente en el espacio periplasmico (Rosano and Ceccarelli 2014). Este fendmeno ocurre
por la sobreexpresion de las proteinas recombinantes, donde el plegamiento incorrecto de estas
proteinas (Carri6 and Villaverde 2002) .

Figura 19. Localizacion subcelular de las proteinas GFPintER y pGFPintGR.
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Nota: Esta figura evidencia que las proteinas quiméricas GFPintER y GFPintGR se encuentran
localizadas mayoritariamente en la fraccion insoluble pellet celular, con el peso correspondiente

aproximadamente de 72 kDa indicada con la fecha roja.
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4.2.4 Induccion a diferentes concentraciones de IPTG a 25°C en cepas de E. coli BL21 con los
constructos pGFPintER y pGFPintGR.

Ante el problema de la solubilidad de las proteinas quiméricas, se realizé un nuevo ensayo
induciendo proteinas de interés a diferentes concentraciones de IPTG y realizando la expresion a
25°C de incubacion, e incubandolas con su respectivo ligando a una concentracion de 100 uM por
24 horas. Bajo estas condiciones tampoco se observa fluorescencia en ninguno de los tratamientos
(Figura 20).

Por consiguiente, y teniendo en cuenta que las inteinas quiméricas estudiadas en este
trabajo no son solubles en E. coli, no es posible corroborar si realmente son funcionales como
biosensores.

Figura 20. Evaluacion de las proteinas quiméricas pGFPintER y pGFPintGR con diferentes

concentraciones de IPTG.

=
=]

ns

= 40000~ ns = 40000 g
% % 30030.3
g . g
£ 25069.0 £
2 30000 248643 £ 30000+
$ I g 22023.0
] % JJ:_ H] 22082.7
2 F 146.3 197307 19519.0 207893 5 195463 21117.7 205437 T =
< 20000 180527 19446 19730.7 72 7 N s 20000~ . 19593 7
= = i
Z s
2 g
= 10000~ 2 10000
z E
- 0 T T T T T T = 0 T T T T T T
S & 8
Q& '\sé "Jég§~ '\6\\5 %&é '\&é ‘3&‘% Qé\ Q'\é\ Q‘:& '\6\ “4)& ’\(Q Cg&
Q@ Q.QQ ® o d o &S & o ot ° 9

C traci de IPTG (mM)+100 pM Est
Concentraciones de IPTG (mM)+100 pM Dex oncentraciones de ( K s



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS BIOSENSORAS PARA GLUCOCORTICOIDES 70

Nota: En esta figura se ilustra el ensayo de expresion usando las diferentes concentraciones de
IPTG con 100 uM del activador de los biosensores. A. Se evalua el constructo pGFPintGR con
100 uM de dexametasona. B. Se observa funcionamiento del constructo pGFPintER con 100 uM
hemihidrato de estradiol. La lectura de fluorescencia se realizd en el equipo Sinergy H1 marca
Biotek, utilizando longitudes de onda de excitacion de 475 nm y de emision de 509 nm.

En la figura 20A, se observa la evaluacion de la proteina quimérica GFPintGR, del cual no
presenta diferencias significativas, mientras que la proteina pGFPintER (Figura 20B) con 100 uM
de hemihidrato de estradiol se presenta como dato significativo en 0.001 mM con respecto a las
otras concentraciones, pero comparando con las unidades relativas del constructo pGFPi se

comprueba de que no hay fluorescencia (Apéndices T).

5. Discusion
5.1 Biosensor a nivel transcripcional en células eucariota HEK 293T:

Para evaluar el desempeio de un biosensor, es fundamental analizar su especificidad,
sensibilidad, rango de deteccion, rango dindmico y tiempo de respuesta (Zhou y Zhang, 2023). En
este estudio, se compararon los sistemas reporteros transcripcionales semi- estable y transitorio
bajo estos criterios, exceptuando el tiempo de respuesta, ya que las mediciones se realizaron 24
horas después de la exposicion a diversas concentraciones de dexametasona, debido a
consideraciones de costo y disponibilidad de reactivos.

Los sistemas reporteros celulares desarrollados en este estudio usando la linea celular
HEK293T se comportan como biosensores especificos de glucocorticoides. Los resultados

demuestran que tanto el sistema semi-estable como el transitorio generan una respuesta dosis-
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dependiente frente a la dexametasona. Ambos sistemas demostraron ser especificos, ya que no
responden a los estrogenos ni a la hormona tiroidea. Sin embargo; el sistema semi-estable es menos
sensible que el transitorio, probablemente porque el gen reportero se presenta como una copia
integrada en el genoma, mientras que en el transitorio se presenta como multiples copias
mantenidas episomalmente (Lufino et al., 2008).

Considerando la presencia de disruptores endocrinos en ambientes acuaticos, como los rios
en China, donde se han detectado concentracion desde 10 ng/mL de triclosan y 20 ng/L de
benzofenonas, hasta valores mas bajos como 0.01 pg/L (bisfenol A), 0.001 ug/L (17p-estradiol) y
0.3 pg/L (Pironti et al. 2021; Koch et al. 2019), el sistema reportero transitorio evaluado en este
trabajo emerge como la opciéon mas indicada. Su alta sensibilidad y amplio rango dindmico son
cruciales para cuantificar EDCs ambientales que se encuentren dentro de dicho rango.

Sin embargo, el sistema semi-estable muestra una mayor afinidad por la dexametasona,
siendo tres veces mas afin que el sistema transitorio. Esta diferencia se atribuye principalmente al
numero de copias de plasmidos y a la fuerza y selectividad de la union del ADN por los factores
de transcripciodn, asi como a posibles interferencias de componentes celulares (Fouyet et al., 2024).

En el sistema semi-estable, el gen reportero estd ubicado en el locus AAVSI, un puerto
seguro conocido en estudios con células humanas que minimiza el impacto en genes vecinos y la
integridad de las células HEK293T (Bijlani et al., 2022; Yum et al., 2023). Por otra parte, el sistema
transitorio, al presentarse en forma plasmidica, posee multiples copias del gen reportero. Esta
caracteristica permite que su activacion resulte en una mayor transcripcion y, consecuentemente,
una elevada produccion de GFP dentro de una unica célula (Baliga et al. 2025). Estos factores
pueden explicar las diferencias observadas en relacion con el rango dindmico que presentan los

dos sistemas reporteros. En el sistema transitorio, se identifico un rango dinamico mas amplio, lo
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que le confiere mayor versatilidad para discriminar concentraciones. No obstante, el rango
dindmico limitado del sistema reportero semi-estable implica que su sefial maxima no se aleja
significativamente del ruido basal, lo que implica el uso de equipos mas sensibles, como un
citometro, para identificar cambios en la fluorescencia, que no son accesibles para los laboratorios
de bajo costo (Rho y Kim, 2017).

El sistema reportero transitorio, al mantenerse de forma episomal, enfrenta el riesgo
inherente de pérdida de gen reportero a causa de la division celular sucesiva. Consecuentemente,
esto podria llevar a una disminucion progresiva de la sensibilidad del biosensor. Ademas, dado que
los constructos de activacion como pCi 6 pCC también se encuentran en forma episomal, su
estabilidad se veria comprometida por el numero de pases celulares, resultando en una pérdida
gradual de este material genético y afectando la consistencia de los resultados (Kocho et al., 2019).

Los biosensores transcripcionales, compuestos por dominios de union a ligando (LBD) y
dominio de union a ADN (DBD), ofrecen alta modularidad para el desarrollo de biosensores
quiméricos mediante el intercambio de dominios funcionales (Xi et al., 2023). En este trabajo,
constructos pCi fueron disefiados con el dominio de union a ligando del GR del pez cebra, cuya
congruencia fisioldgica con el GR humano ha sido previamente confirmada en ensayos in vitro
(Cole etal., 2025). Por lo tanto, el modelo desarrollado en este estudio demuestra una especificidad
considerable para sustancias que activan el receptor de glucocorticoides humano.

Al comparar nuestro biosensor con otros sistemas que evalian el GR, se identifican areas
de mejora. Por ejemplo, Agler et al. (2007) desarrollaron un biosensor quimérico de GR basado en
GAL4 fusionado al LBD del GR humano recombinante, utilizando un gen reportero de la
luciferasa. En dicho sistema, al evaluar con 10 nM de dexametasona (Dex) durante 20 horas, se

reportd una relacion senal/fondo (S/B) de 9,5 para agonistas y 8 para antagonista. En el mismo
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estudio, los autores crearon un biosensor con una region codificante del GR (NM_000176) clonado
en un vector PENTR/D-TOPO (Invitrogen Life Technologies) y un gen reportero episomal de YFP
en el vector pcDNA3.1. Este biosensor mostré activacion a 0,1 pM de Dex, con un Kd de 0,3 nM
en tan solo 4 horas de tratamiento, ademas de permitir la observacion de la translocacion nuclear
in vivo (Agler et al. 2007).

Estas comparaciones sugieren que el presente trabajo se beneficiaria de una evaluacion mas
exhaustiva del biosensor a concentraciones de dexametasona inferiores a 0,1 uM. Adicionalmente,
seria valioso determinar el tiempo de respuesta de este biosensor para comprender mejor su

dindmica de activacion y de translocacion nuclear.

5.2 Proteina quimérica a nivel traduccional en cepa E.coli BL21:

Las proteinas quiméricas GFPintER y GFPintGR no presentaron funcionalidad como
biosensor de GC. Sin embargo, el presente estudio demostrd que la expresion de estas proteinas
quiméricas en E. coli representa un reto para resolver a futuro.

Aunque la proteina GFP se expreso de manera robusta a 37°C bajo el sistema de induccion
IPTG/operdn Lacl, con fluorescencia detectable a las 3 horas (Figura 16), las proteinas GFPintER
y GFPintGR no mostraron activacion del dominio de unién a ligando (LBD) del GR ni
fluorescencia al ser incubadas con sus analitos (dexametasona y estradiol) a ninguna de las
temperaturas probadas (37°C y 30°C).

A pesar de la ausencia de fluorescencia, la produccion de las proteinas quiméricas se
confirmé mediante geles SDS-PAGE, donde se observaron bandas en el peso teodrico calculado.
Como estrategia alternativa, se realizo una lisis celular para evaluar la activacion de las proteinas

GFPintER y GFPintGR in vitro. Esta accion buscaba superar la barrera de la pared de E. coli B121,
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que podria estar limitando el transporte transmembrana y la interaccion con los analitos (Wang y
Lu, 2022). Sin embargo, se encontrd que las proteinas quiméricas inducidas se localizaban
predominantemente en la fraccion no soluble (Figura 19), lo que sugiere problemas de plegamiento
y solubilidad, resultado en la formacion de cuerpos de inclusion.

Los cuerpos de inclusion (CI) son agregados de macromoléculas, principalmente proteinas,
que se forman cuando proteinas foraneas o mutadas no logran un plegamiento o modificacion
postraduccional adecuados al utilizar un sistema de sobreexpresion. Su formacion en E. coli es
resultado de un desequilibrio entre el plegamiento, la agregacion y la degradacioén de proteinas,
influenciado por el metabolismo de la célula huésped, la maquinaria de sintesis y modificacion
proteica, las propiedades de la proteina diana y las condiciones ambientales. Cuando la tasa de
sintesis de proteinas recombinantes excede la capacidad de las chaperonas y la maquinaria de
plegamiento celular, las proteinas mal plegadas tienden a agregarse en CI (Bhatwa et al., 2021).

Un factor que contribuye a esta sobreproduccion es la fuerte induccion del sistema Lacl-
IPTG, especialmente cuando se utiliza con promotores como T7, lo que puede llevar a tasa de
expresion tan altas que superan la capacidad de plegamiento celular (Laksmi et al., 2023). Una
solucion potencial es reemplazar estos promotores por sistemas con menor fuerza de expresion,
como el sistema promotor PAR (ej. PAR1), que ofrece capacidades de expresion baja, intermedia
y alta. El promotor PAR1, en particular, es ideal para la expresion de bajo nivel de proteinas toxicas
y previene la sobreproduccion de proteinas quiméricas (Hothersall et al., 2021).

Otras estrategias para abordar los problemas de solubilidad proteica es la coexpresion de
chaperonas, como las proteinas de choque térmico (ej., DnaK, DnalJ, GroEL/ES). Estas chaperonas
interactiian con las cadenas polipeptidicas nacientes o mal plegadas, promoviendo su correcto

plegamiento y aumentando la probabilidad de obtener proteinas solubles. El sistema KJE, por
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ejemplo, facilita el plegamiento de proteinas recién sintetizadas y el replegamiento de aquellas
desplegadas bajo estrés. Ademas de las chaperonas, el uso de etiquetas de fusion es otra técnica
empleada para mejorar tanto la solubilidad de las proteinas como purificacion (Atroshenko et al.,
2024; Imamoglu et al., 2020).

Por otra parte, se intentd optimizar las condiciones de inducciéon con IPTG para la
produccion correcta de las proteinas quiméricas pGFPintER y pGFPintGR, empleando diversas
concentraciones de IPTG (0.001 mM a 0.5 mM) a 25°C por 24 horas, seguido de la adicién de 100
uM de analito, ya que varios reportes confirman que algunas proteinas quiméricas alcanzan mayor
solubilidad a bajas concentraciones de IPTG (Rasooli y Hashemi, 2019; Atroshenko et al., 2024).
Sin embargo, a pesar de las modificaciones en los protocolos de expresion, no se observo
activacion del sistema.

Una estrategia adicional para el mejoramiento de la solubilidad de proteinas quiméricas es
la modificacion de la proteina de interés (Bhatwa et al., 2021). Esto puede lograrse eliminando
elementos estructurales que promuevan la formacion de cuerpo de inclusion, también fusionando
la proteina objetivo a una proteina soluble o etiquetas peptidicas. Por ejemplo, la incorporacion de
péptidos marcadores, como la etiqueta HA (derivada de la hemaglutinina), que permite exponer
residuos de tirosina, haciendo esta estrategia aplicable a diversas proteinas (Montanari et al., 2018).

También se puede adicionar compuestos que inducen estrés osmotico al medio de cultivo
en induccion. Por ejemplo, el sorbitol ha demostrado facilitar la expresion de proteinas diana en su
forma soluble al desencadenar estrés osmotico y estimular la sintesis o captacion de osmolitos
(Rosano et al., 2014). Un caso ilustrativo es la sobreexpresion de s#/D en una cepa E. coli
modificada, que mejora la utilizacion del sorbitol como Unica fuente de carbono. Al cultivar esta

cepa modificada en un medio suplementado exclusivamente con sorbitol, se observa un aumento
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de 3,6 veces en la tasa de crecimiento especifico y una produccion significativamente mayor de
proteina recombinante en comparacion con la cepa silvestre (Das y Mahalik, 2025).

Otro aspecto para considerar es el disefio de los plasmidos, del cual se debe controlar el
nimero de copias. Plasmidos con un alto nimero de copias (aproximadamente 100 copias/célula)
a menudo resultan en una elevada tasa de expresion de proteinas heterdlogas, lo que puede
sobrecargar la maquinaria de plegamiento celular y, consecuentemente, promover la agregacion
proteica en cuerpos de inclusion. En contraste, el uso de plasmidos con un nimero de copias bajo
(entre 0 y 50 copias/célula) es mas ventajoso para la produccion de proteinas solubles (Bhatwa et
al., 2021).

Por lo anterior, la optimizacion de la expresion de proteinas recombinantes debe abordarse
de manera individualizada para cada proteina de interés. La eficacia de las diversas estrategias-
incluyendo la seleccion del vector, la cepa huésped, las condiciones de cultivos y los parametros

de induccioén varia considerablemente en funcion de la proteina objetivo.

6. Conclusiones.

En el presente estudio se desarrollaron dos tipos de sistemas reporteros: Un sistema
transcripcional, generado en la linea celular humana HEK293T en formatos semi-estable y
transitorio; y un sistema traduccional, generado en la bacteria Escherichia coli. Los analisis
funcionales permiten concluir lo siguiente:

El sistema reportero transcripcional en células HEK293T, tanto en su version semi-estable
como transitoria, mostrd funcionalidad como biosensor especifico de glucocorticoides (GC). En

ambos casos se observo una correlacion positiva significativa entre la concentracion de
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dexametasona y las unidades relativas de fluorescencia (URF), aunque con diferencias notables en
rango dindmico, sensibilidad y rango de deteccion (Figura 16 y Tabla 5).

El biosensor semi-estable, aunque con un rango dindmico limitado (0.034—1.5 uM de
dexametasona) y una sensibilizacion maxima de 4933.3 URF/uM (segtn el citometro utilizado),
presentd una alta afinidad (Kd = 0.15 pM). Esta caracteristica lo convierte en una herramienta
idonea para la deteccion de concentraciones extremadamente bajas de glucocorticoides (0.001-0.1
uM).

El biosensor transitorio exhibié un rango dinamico considerablemente mas amplio (0.008—
5.0 uM), lo que lo hace mas adecuado para aplicaciones fisiologicas, en las que las concentraciones
de glucocorticoides pueden variar dentro de un espectro mas amplio.

El sistema transcripcional demostré ademas una alta especificidad, con reactividad cruzada
inferior al 2% frente a compuestos como el hemihidrato de estradiol y la levotiroxina, lo que
confirma su elevada selectividad.

En contraste, el sistema reportero traduccional no evidencio funcionalidad como biosensor
de GC. Los analisis mostraron que las proteinas quiméricas GFPintER y GFPintGR presentaron
problemas de plegamiento, localizandose mayoritariamente en la fraccion insoluble, lo que sugiere

la formacion de cuerpos de inclusion.

7. Recomendaciones y perspectivas
Aunque los biosensores transcripcionales desarrollados en este estudio mostraron una
correlacion positiva dosis-respuesta con la dexametasona y fueron evaluados bajo diversos

criterios, se recomienda investigar la relacion entre el tiempo de respuesta y la concentracion de
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dexametasona. Este andlisis permitira una comparacion mas detallada con otros biosensores en
términos de sus procesos transcripcionales y de translocacion.

Es fundamental llevar a cabo un ensayo de dosis-respuesta de dexametasona a
concentraciones por debajo de 0.1 uM. Esto no solo solidifica la comprension de la sensibilidad de
ambos biosensores, sino que también permitira determinar con mayor precision el limite minimo
de deteccion, especialmente para el sistema reportero semi-estable.

Finalmente, se sugiere explorar la activacién de GR con otros glucocorticoides sintéticos
comunes como prednisona, triamcinolona, betametasona, beclometasona y fluticasona. Asimismo,
para corroborar ain mas la especificidad de los biosensores transcripcionales generados en este
estudio, es esencial realizar ensayos de interferencia con otras sustancias diferentes a las presentada
en el estudio.

Por otro lado, el desarrollo de los biosensores traduccionales bacterianos pGFPintER y
pGFPintGR se vio limitado por la incapacidad de producir las proteinas quiméricas de forma
soluble, lo que sugiere la formacion de cuerpos de inclusion. Por lo tanto, es importante realizar
nuevamente la estandarizacion del proceso de produccion, abordando cada proteina de interés de
manera individual.

Esta estandarizacion debe incluir, de forma independiente, las siguientes estrategias para
mejorar la solubilidad: Modificacion de la proteina objetivo, mediante la fusién con fragmentos de
proteinas solubles o etiquetas péptidas, la expresion de chaperonas, la optimizacion del sistema de
induccion, la adicion de aditivos que induzca al estrés osmotico al microorganismo usado, cambio

de cepa huésped y el control del nimero de copias del plasmido.
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Ademas de las estrategias previamente mencionadas para optimizar la produccion de
proteinas recombinantes, un aspecto crucial a considerar para futuras investigaciones es la
verificacion de la integridad y funcionalidad de las proteinas quiméricas mediante Western blot.

Se recomienda el uso de anticuerpos especificos dirigidos contra la exteinas (GFP) o la
inteina (RecA inteina). Esta técnica no solo confirmara la produccion de la proteina objetivo en su
tamafio esperado, sino que, si se realiza un Western blot dirigido a los fragmentos N y C terminales
libre de la GFP, podria proporcionar informacion invaluable sobre la ocurrencia del autosplicing
de la inteina y la reconstruccion completa de la GFP. Esto es esencial para asegurar que el biosensor

estd funcionando correctamente a nivel postraduccional.

Apéndices

Apéndice A. Detalles del diserio y construccion del plasmido reportero pRInt y pREpi.

En cuanto al vector, se realiz6 una digestion preparativa enzimatica utilizando las enzimas
de restriccion Spel y Sall (New England Biolabs). Paralelamente, el inserto de interés fue
amplificado mediante PCR utilizando cebadores Tol2 3 fwd y Tol2 5 rev_Spel (ver tabla 4),
disefiados con sitios de corte para las enzimas Xhol y Spel. Se purificaron tanto el vector como el
inserto mediante perlas magnéticas con etanol al 80%. Posteriormente, se llevo a cabo la ligacion
de los amplicones con el vector plasmidico pAAVSI1 utilizando la enzima T4 DNA ligasa. El
plasmido reportero obtenido, denominado pRInt, fue caracterizado mediante analisis de restriccion
y por secuenciacion Sanger (GENCELL, Bogota).

Tabla 4. Cebadores utilizados para la construccion del plasmido reportero pAAVSI

10xUAS:GFP.
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Temperatura
Nombre Secuencia 5°-3’ de melting Numero
de bases
62.8 °C
Tol2 3 fwd AGAGAGGCTGCAAATAGCAGGAAAC 25
64.5 °C
Tol2_5 rev_Spel TTAACTTTACTAGTCACAGCACCTTGACCTGGAAATTAG 39

Apéndice B. Transformacion bacteriana.

Las transformaciones bacterianas se llevaron a cabo utilizando la cepa E. coli NEB 5-alpha
(New England Biolabs) quimiocompetentes, mediante el método de choque térmico. Los
plasmidos correspondientes tanto al constructo reportero como a los controladores contienen un
gen de resistencia a la ampicilina, lo que permitio la seleccién de colonias transformadas con este
antibidtico. Las bacterias transformadas se sembraron en medios s6lidos de agar Luria-Bertani
(LB) o agar MacConkey suplementados con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL.
Posteriormente, se realizé la extraccion de los plasmidos, cuya integridad fue verificada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 %. El ADN se cuantifico utilizando el espectrofotometro

Nanodrop One (Thermo Scientific).

Apéndice C. Manipulacion de las bacterias E. coli Neb 5-alpha quimicocompetente.

Las bacterias utilizadas en este proyecto se clasifican como de riesgo bioldgico nivel I, lo
que permite su manipulacion en los mesones de trabajo del laboratorio bajo condiciones de
esterilidad. La cepa E. coli NEB 5-alpha se creci6 a 37 °C en una incubadora de atmosfera y se
mantuvo, maximo por dos semanas, a 4 °C. Los medios de cultivo empleados, como el caldo Luria-
Bertani (LB) con o sin antibiotico (ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL), fueron tratados

con una solucion de hipoclorito de sodio a 5.000 ppm antes de su eliminacién, siguiendo el
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protocolo de manejo de residuos peligrosos. Finalmente, los materiales reutilizables, como las
cajas de Petri, fueron entregados al laboratorio de microbiologia para su autoclave mediante

presion térmica y posterior disposicion segura.

Apéndice D. Detalle de la transfeccion del constructo pRInt y seleccion de la poblacion celular
modificada.

Mediante la técnica de lipofeccion, utilizando el kit Lipofectamine™ 3000 Transfection
Reagent (Invitrogen) y siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Para el
procedimiento, se sembraron 300.000 células por cada pozo en una placa de 24 pozos, las cuales
fueron transfectadas con 500 ng del plasmido pRInt y 500 ng del plasmido pXAT2. Este tltimo
codifica una version modificada de la enzima Cas9 y un ARN guia especifico del locus AAVSI1
(Byjlani S., et al 2022).

Las células fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con un 10 % de suero fetal
bovino (SFB) y 1.5 pg/mL de puromicina para la seleccion de células transfectadas. Tras una
semana de incubacidn en presencia del antibiotico, no se observo evidencia de toxicidad celular en

las condiciones descritas.

Apéndice E. Descripcion del procedimiento para la generacion del sistema celular reportero
semi-estable.

Al tener la célula HEK 293T genéticamente modificadas con el casete pRInt, fueron
transfectadas nuevamente mediante la técnica de lipofeccion utilizando el kit Lipofectamine™
3000 (Invitrogen). Para este procedimiento, se sembraron 300.000 células por pozo en placas de

24 pozos, las cuales fueron transfectadas de manera transitoria con 500 ng de los plasmidos pCC
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y pCi. Las células modificadas y transfectadas con el constructo controlador fueron incubadas
durante 48 horas a 37 °C en una atmosfera himeda con un 5 % de COs.. Posteriormente, se retird
el complejo de lipofectamina/ADN y se reemplazo por medio RPMI suplementado con un 10 %
de suero fetal bovino (SFB), al cual se afiadieron diferentes concentraciones de dexametasona para

los andlisis posteriores.

Apéndice F. Descripcion detallada para la generacion del sistema celular reportero transitorio.

Para este procedimiento, se sembraron 300.000 células por pozo en placas de 24 pozos, y
se realizd la cotransfeccion de los plasmidos en las combinaciones pREpi + pCC'y pREpi + pCi.
En cada caso, se emple6 una concentracion de 500 ng de cada plasmido para la cotransfeccion. Las
células cotransfectadas se incubaron durante 48 horas a 37 °C en una atmosfera himeda con un 5
% de CO:. Posteriormente, se retird el complejo lipofectamina/ADN, y el medio de cultivo fue
reemplazado por RPMI suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) y diferentes

concentraciones de dexametasona para los analisis posteriores.

Apéndice G. Descripcion de la preparacion de las muestras para andlisis en citometria de flujo.

Para la medicion de la fluorescencia, las células fueron preparadas retirando la
lipofectamina tras 48 horas de exposicion a los plasmidos controladores pCC'y pCi, junto con el
constructo reportero no integrado. Posteriormente, se resuspendieron en medio RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Las distintas concentraciones de
dexametasona fueron preparadas en NaCl al 0.9% p/v como vehiculo, diluido en agua de calidad
para biologia molecular. A partir de una soluciéon madre de dexametasona fosfato (4 mg/mL), se

realizaron alicuotas de las concentraciones requeridas.
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Finalmente, tras 24 horas de exposicion a la dexametasona, las células fueron recolectadas

y lavadas con 1 mL de PBS 1X para su andlisis por citometria de flujo.

Apéndice H. Protocolo para la evaluacion de la especificidad del sistema reportero transitorio.

Con el fin de evaluar la especificidad del sistema reportero transitorio, se realiz6 una
transfeccion transitoria de los plasmidos reporteros pREpi y los controladores pCC y pCI. Se
sembraron 150,000 células/pozos en placas de 24 pozos. Para la cotransfeccion, se utilizaron 2 pg
de ADN plasmidico, manteniendo una proporcion de 1:3 de ADN: FUGENE 4K transfection
reagent (Promega). La mezcla de transfeccion se prepar6 en un volumen final de 100 pl con medio

Opti MEM vy se distribuy6 equitativamente en cuatro pozos.

Las células cotransfectadas se incubaron durante 48 horas a 37°C en una atmosfera
humidificada con 5% de CO2, en 450 pl de medio MEM suplementado con L-glutamina 'y 10% de
SFB por pozo. Transcurridos los dos dias, el medio que contenia el complejo ADN/FUGEN 4k fue
retirado. Posteriormente, se afiadi6 a cada pozo 490 ul de medio MEM suplementado con L-
glutamina y 10% de SFB, junto con 10 pl de una concentracion de 50 um de los analitos
(dexametasona, levotiroxina y hemihidrato de estradiol), diluido en NaCl al 0.9% p/v. Como
blanco del ensayo, se anadid 10 pl tnicamente NaCl al 0.9% p/v. Las muestras se incubaron
durante 24 horas bajo las condiciones estandar de cultivo de las células HEK 293T. Finalmente, la

sefal de fluorescencia de cada pozo se midio por triplicado utilizando en el citometro de flujo.

Apéndice 1. Protocolo para la construccion de los constructos pGFPi, pGFPintER y

pGFPintGR.
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Diserio del plasmido de control de fluorescencia GFP con el promotor lacl. A partir del
constructo pAKTagq, se realizo un corte enzimatico para retirar el gen que codifica para Taq. Este
proceso se llevo a cabo utilizando EcoRI y Xbal, adquiridas de la casa comercial New England
Biolabs. A la vez, mediante PCR, se amplifico el gen de interés de la GFP a partir de un plasmido
de nuestra autoria que contenia los mismos sitios de restricciones, Posteriormente, los fragmentos
obtenidos (vector e inserto) se purificaron utilizando el kit Monarch PCR & DNA cleanup de la
compaiiia New England Biolabs. Finalmente, se realizé la ligacion de los fragmentos empleando
la enzima T4 DNA ligasa, obteniendo asi el constructo denominado pGFPi (Figura 8).

Elaboracion de la proteina quimérica pGFPintER. Mediante PCR convencional, se
amplifico la region codificante de la inteina con el dominio de unién de ligando del receptor de ER
(IntER). Para esta amplificacion, se utilizaron los primers pMGamp fwd y pMGamp rev (tabla
5), los cuales contenian los cortes enzimaticos de las enzimas BamHI y Xbal, este PCR
convencional se realizo con la enzima Q5 High fidelity DNA polymerase de la casa comercial New
England Biolabs. Posteriormente, se realiz6 digestion enzimatica con la enzima Dpnl para eliminar
el plasmido molde, finalmente se purifico el amplicon con Monarch PCR & DNA cleanup.

Tabla 5. Cebadores utilizados para el inserto que codifica la inteina con ER.

Temperatura
Nombre Secuencia 5°-3’ de melting ~ Nimero
de bases
GACGGCCAGTGAATTACTTGAAGG 68°C
pMGamp_fwd 24
TTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAAC 67 °C
pMGamp_rev 25

Paralelamente, se realizd digestion enzimdtica preparativa al plasmido pGFPi y del

amplicon tratado utilizando las enzimas de restricciones BamHI y Xbal. Ambos fragmentos
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digeridos fueron corridos en gel de agarosa al 1% para posteriormente purificarlo con el Monarch
Spin DNA Gel Extraction kit de la compania New England Biolabs. Finalmente, se realizo la
ligacion de estos fragmentos con el uso de la enzima T4 DNA ligasa, adquirida de la casa comercial
New England Biolabs. Este plasmido obtenido fue denominado pGFPintER (Figura 8),
adicionalmente fue caracterizado mediante patrones de corte de restricciones y secuenciacion por
Sanger.

Elaboracion de la proteina quimérica pGFPintGR. Una vez obtenido el plasmido
pGFPintER, se continu6 con la construccion del plasmido pGFPintGR mediante clonacion
estandar. Para ello, se amplificé la region codificante del dominio de union a ligando (LBD) del
receptor de glucocorticoides presente en el plasmido pCi. Esta amplificacion se llevd a cabo
mediante PCR convencional, empleando la enzima Q5 High fidelity DNA polymerase y los
oligonucledtidos zfLBD fwd Agel2 y zfLBD rev_Spel2, cada uno a una concentracion de 10 uM
(Tabla 6).

Tabla 6. Cebadores utilizados para amplificar LBD -GR del plasmido pCi.

Temperatura
Nombre Secuencia 5°-3’ de melting ~ Nimero
de bases
AAAGTGTAATACCGGTCCGGGAGGATCTGGCACT g1°C
zfLBD fwd Agel2 ATGCTATCACTACTAAAGGCCATTG 59
zfLBD rev_Spel2 ACATTAATTGACTAGTGGATGCTCCACTACCGCCG 82°C
TGAAAGAGCAGCGGTTTAACACTCCCATC 64

Tras la obtencion de los amplificados, se realizd una digestion enzimatica con la enzima
Dnpl por una hora a 37°C, con el objetivo de eliminar el plasmido molde. Posteriormente, los
amplicones resultantes se purificaron utilizando el kit Monarch PCR & DNA cleanup. A

continuacion, se efectio la digestion enzimatica con las enzimas de restricciones Agel y Spel. En
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paralelo, el plasmido pGFPintER fue sometido a digestion con las mismas enzimas, generando asi
los extremos cohesivos necesarios para la posterior ligacion con el inserto de interés.

Finalmente, se corrid en un gel de agarosa al 1% para extraer los fragmentos necesarios
para la ligacion con la enzima T4 DNA ligase, y transformar en E.coli Neb 5- alpha. A partir de
ahi, se obtuvo el plasmido pGFPintGR (ver figura 8). Para confirmar la secuencia del constructo
generado se realizd caracterizacion mediante patrones de corte enzimatico y secuenciacion por

Sanger.

Apéndice J. Transformacion bacteriana en E. coli BL21

La transformacion de E. coli BL21 se realizdé con 5 ng/uL de cada plasmido (pGFPi,
pGFPintER y pGFPintGR) en 50 pul de células tratadas quimicamente, seguido de un choque
térmico a 42°C durante 30 segundos y recuperacion en medio LB ante del plaqueo. Finalmente, se

seleccionaron colonias transformantes para la induccion.

Apéndice K. Expresion proteica de la GFP mediante la induccion de IPTG como control del
vector.

Para este ensayo, se prepard un cultivo primario inoculando una colonia E. coli BL21 con
el constructo pGFPi en 5 ml de caldo LB suplementado con ampicilina (amp) en una concentracion
de 100 pg/ml, incubando durante toda la noche a 37°C con agitacion a 200 rpm. Al dia siguiente,
se transfirieron 100 pl del cultivo overnight (ON) en 3 ml de caldo LB + amp y se incubo6 bajo las
mismas condiciones durante dos horas, cuando la densidad 6ptima alcanzara los 0.4 OD600. Con
el fin de estandarizar el tiempo de expresion de la proteina GFP inducida con 1 mM de IPTG

proveniente de la empresa SIGMA-ALDRICH, se utilizaron 7 tubos de 15 ml. Estos tubos se
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designaron para un control negativo (sin induccién) y para mediciones a 1, 2, 3, 4 ,5 y 24 horas
post-induccion, manteniendo la incubacion a 37° C con agitacion a 200 rpm.

Para la medicién de fluorescencia, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 1
minuto al finalizar cada tiempo de expresion de proteina. Tras descartar el sobrenadante, se
tomaron 50 pl del precipitado y se transfirieron a un tubo de 0.2 ml. Posteriormente se cuantifico
utilizando el equipo Biorad Chemidoc MP imaging Systems, configurado en modo Custom AM

UV, visualizando las muestras en el transiluminador con luz azul.

Apéndice L. Expresion proteica de las proteinas pGFPintER y pGFPintGR con la induccion

IPTG con diferentes concentraciones de dexametasona y estradiol a 30°C de incubacion.

Se llevo a cabo un ensayo de induccion a 30°C, iniciando con un cultivo primario de cada
constructo en 5 ml de caldo LB + ampicilina a 37°C durante la noche. Posteriormente, se transfirid
1 ml a 20 ml del mismo medio y se incubd a 37°C con agitacion. Al alcanzar una OD600 de 0.4,
se indujo con 1 mM de IPTG en los viales designados y se incubd a 30°C con agitacion para
estudiar la expresion proteica a esta temperatura. Después de tres horas, se afiadieron las diferentes
concentraciones de estradiol hemihidrato/dienogest y dexametasona, y se midi6 la fluorescencia a

24 horas.

Para el biosensor pGFPintER, se utilizaron cincos viales, se incluyeron: un control negativo
(sin induccion) y tratamientos con induccion y concentraciones de estradiol de 0, 1, 10 y 100 pM.
De igual forma, el biosensor pGFPintGR, se emplearon seis viales, se incluyeron: un control
negativo de induccion y tratamientos con induccion y diferentes concentraciones de dexametasona

0,0.1, 1, 10 y 100 uM. Ademas, se incluyeron controles adicionales: pGFPi (con y sin IPTG),
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pShuttle (control de fluorescencia) y E. coli BL21 sin pldsmido. Para la evaluacion del
funcionamiento de los biosensores se realizdo mediante el mismo procedimiento utilizado para

cuantificar la expresion proteica del constructo pGFPi.

Finalmente, se verifico la expresion, produccion y el posible autoclivaje de los biosensores
marcados con GFP a 30°C, utilizando electroforesis en gel de SDS-PAGE al 10%. Se siguieron los
mismos protocolos para la preparacion de muestras, la corrida del gel, la tincion, decoloracién y la

obtencion de la imagen, tal como se describi6 previamente.

Apéndice M. Ensayo de permeabilidad utilizando Cloruro de calcio (CaCl2) en diferentes
concentraciones de dexametasona y estradiol.

Se efectud un ensayo de permeabilidad con cloruro de calcio al 100 mM. Inicialmente, se
inoculo6 una colonia de cada constructo en 5 ml de caldo LB con ampicilina a 37°C durante toda la
noche. A partir del cultivo primario, se transfirieron 100 ul al 3 ml de caldo LB suplementado con
ampicilina, incubando a 37°C con agitacion 200 rpm. Al alcanzar la densidad de 6ptima 0.4
0OD600, se indujo la expresion en los tubos designados con 1 mM de IPTG y se incubo6 a 37°C con
agitacion durante 3 horas.

Posteriormente, se realizaron lavado con cloruro de calcio 100 mM frio en cada vial. Este
proceso consistio en centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, descartar el sobrenadante y
repetir el lavado. Finalmente, el pellet celular se resuspendio en buffer PBS 1x y se agregaron las
siguientes concentraciones: 100 uM de dexametasona y 10 uM estradiol hemihidrato/dienogest.

La respuesta de los biosensores se midi6 en dos momentos (0 y 24 horas), manteniendo los tubos
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a 37° C sin agitacion. Para determinar el funcionamiento del biosensor se aplico el mismo método

de cuantificacion de la expresion proteica que se empled previamente para el constructo pGFPi.
Adicionalmente, se verificé la expresion proteica y el posible autoclivaje de los biosensores

acoplados GFP mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE al 10%. Ademas, se corrobord la

fluorescencia utilizando citometria de flujo con el equipo Attune NxT invitrogen.

Apéndice N. Verificacion de la plataforma de secuenciacion del plasmido pRInt.

LL

GENCE
PHARMA
LILIAN AMPARO DULCEY TORRES

REACCIONES
Mostrar 10 4 registros Buscar:
D # ) NOMBRE TIPO CONCENTRACION . NOMBRE
ORDEN REACCION PRODUCTO PRODUCTO TEMPLADO TAMANO PRIMER
© 536 1" pAAVS1 GFP Plasmido 108.8 ng/ul 7412 M13 fwd
© 536 12 pPAAVS1 GFP Plasmido 108.8 ng/ul 7412 M13 rev

Mostrando registros del 11 al 12 de un total de 12 registros

Excel

Anterior 1 2 | Siguiente
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GENCELL

PHARMA

LILIAN AMPARO DULCEY TORRES

REACCIONES

Mostrar| 10 4 |registros Buscar:

ID # NOMBRE TIPO CONCENTRACION

ORDEN REACCION PRODUCTO PRODUCTO TEMPLADO TAMANO

© 399 1 PAAVS1- Plasmido 116.6 7412
10XUAS:GFP

© 399 2 PAAVS1- Plasmido 116.6 7412
10XUAS:GFP

© 399 3 PAAVS1- Plasmido 116.6 7412
10XUAS:GFP

© 399 4 pAAVS1- Plasmido 116.6 7412
10XUAS:GFP

Apéndice O. Verificacion de los plasmidos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR por medio de
digestion enzimadtica.

Especificamente, para el constructo pGFPi, se analizo los patrones de digestion enzimatica
generados por las enzimas EcoRI y Xbal. Estas enzimas cortan el gen GFP completamente,
resultando en un fragmento de 750 pb, por lo cual se confirma en el gel de electroforesis (Figura
21 A).

En el caso del plasmido pGFPintER, se utiliz6 las enzimas de restriccion Xba [ y Bam HI,
con el fin de escindir el en cassette de la proteina quimérica intER, del cual se obtuvo un peso
molecular de 2019 pb (Figura 21 B). Finalmente, para la verificacion del constructo pGFPintGR
se empleo las enzimas Age [ y Spe I, estas enzimas se selecciond ya que cortaba especificamente
el fragmento LBD-GR, lo que resulta en un peso molecular de 775 pb, lo que se evidencia en la
electroforesis (Figura 21 C). En todos los casos, los resultados obtenidos fueron comparados con

los patrones de cortes esperados, visualizados mediante el software SnapGene Viewer y
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corroborados con la  herramienta

https://molbiotools.com/restrictionanalyzer.php .
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Figura 21. Caracterizacion de los constructos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR mediante

digestion con enzimas de restricciones.
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Nota: Esta figura muestra la caracterizacion de los plasmidos pGFPi, pGFPintER y pGFPintGR

con sus respectivos enzimas de restriccion. Del lado derecho de cada panel (A, B y C) presenta los
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patrones de cortes predichos para los plasmidos evaluados. El lado izquierdo, por su parte, visualiza
los resultados de los cortes experimentales para cada plasmido con sus respectivas endonucleasas
de restriccion. A. Se evidencia el corte enzimatico del plasmido pGFPi, que resultd en dos
fragmentos de 4536 pb y 750 pb. B. Se observa el corte enzimatico del plasmido pGFPintER, este
presenta dos cortes con tamafio de 4542 pb y 2019 pb. C. Se visualiza los cortes enzimaticos del
constructo pGFPintGR, produciendo fragmentos a alturas de 5778 pby 774 pb. PM: marcador del

peso molecular, SD: plasmido sin digerir.

Apéndice P. Verificacion de la plataforma de secuenciacion de los plasmidos pGFPi,

PGFPintER y pGFPintGR.

GENCELL

PHARMA

LILIAN AMPARO DULCEY TORRES

Mostrar| 10 4 |registros Buscar:
ID # ) NOMBRE TIPO CONCENTRACION B NOMBRE
ORDEN REACCION PRODUCTO PRODUCTO TEMPLADO TAMANO PRIMER
©) 536 1 pLAC-ER Plasmido 53.6 ng/ul 6561 M13 fwd
© 536 2 pLAC-ER Plasmido 53.6 ng/ul 6561 M13 rev
©) 536 3 pLAC-ER Plasmido 53.6 ng/ul 6561 MtuNiseq_f
© 536 4 PLAC-ER Plasmido 53.6 ng/ul 6561 MtuCiseq_r
©) 536 5 PLAC-ER Plasmido 53.6 ng/ul 6561 GFPCeseq_r
© 536 6 pLAC-GR Plasmido 50 ng/ul 6578 M13 fwd
©) 536 7 pLAC-GR Plasmido 50 ng/ul 6578 M13 rev
© 536 8 pLAC-GR Plasmido 50 ng/ul 6578 MtuNiseq_f
©) 536 9 pLAC-GR Plasmido 50 ng/ul 6578 MtuCiseq_r
© 536 10 pLAC-GR Plasmido 50 ng/ul 6578 GFPCeseq_r

Apéndice Q. Fotografia de la induccion a 37°C de las proteinas quiméricas GFPintER y

GFPintGR.
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Apéndice R. Expresion proteica a 30°C de los constructos pGFPintER y pGFPintGR mediante

la induccion de IPTG.

Dados los resultados previos, se repitid el ensayo de induccion y activacion de las proteinas
quiméricas, pero esta vez se modifico la temperatura de induccion a 30°C durante 24 horas de
exposicion a los medicamentos seleccionados. Se observo que, a temperatura de incubacion, los
niveles de fluorescencia de los controles pShuttle y pGFPi inducido no se vieron afectados. Sin
embargo, los constructos pGFPintER y pGFPintGR no se evidenci6 respuesta dosis-dependiente

a las diferentes concentraciones de dexametasona o hemihidrato de estradiol (Figura 22 A).

De manera similar, se verifico la produccion de las proteinas quiméricas mediante
electroforesis en gel de SDS-PAGE al 10%. Aunque la GFP en los controles fue visible en su peso

molecular esperado, no se observo claramente la produccion de las proteinas quiméricas en el gel.
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Esto sugiere que la induccion de dichas proteinas no fue eficiente, lo que explica la ausencia de
fluorescencia después de 24 horas de exposicion a los medicamentos (Figura 22 B).
Figura 22. Expresion y activacion de los biosensores pGFPintER y pGFPintGR a 30°C con

diferentes concentraciones de hemihidrato de estradiol y dexametasona.
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Nota: En la figura A se ilustra los valores URF para cada muestra, la toma de lectura se realiz6 en

el equipo de Chemidoc™ XRS Se observa que solo los controles (pShuttle y pGFPi) exhiben

niveles elevados de fluorescencia. Por otro lado, en la figura B muestra la produccion de GFP en
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los controles, pero no se aprecia claramente la generacion de las proteinas quiméricas en las

distintas dosis de los medicamentos (Dex: dexametasona, Est: Hemihidrato de estradiol).

Apéndice S. Ensayo de permeabilidad con cloruro de calcio (CaCl2) con los constructos
PGFEPintER y pGFPintGR inducido por IPTG.

Tras realizar la induccidn y activacion de las proteinas quiméricas a 30 °C, se propuso un
tratamiento de lavado celular que incluy6 el uso de cloruro de calcio 100 mM a bajas temperaturas
(4°C). Este procedimiento se implement6 con el fin de mejorar la permeabilidad de la membrana,
neutralizando la repulsion electrostatica que podria generarse por la interaccion de los
medicamentos con las proteinas de membrana (Lim et al. 2015).

En este caso, se observo la activacion de la proteina quimérica pGFPintER con 100 uM de
hemihidrato de estradiol, registrando 2032.5 URF (Figura 23B). Este resultado sugiere que el
sistema de inteina propuesto es funcional. Sin embargo, el constructo quimérico pGFPintGR no
mostro activacion con su analito (100 pM de dexametasona) (Figura 23 C).

Posteriormente, se verificO nuevamente la reconstitucion de la proteina GFP en los
constructos quimeéricos mediante electroforesis SDS-PAGE al 10%. A pesar de la fluorescencia
observada en la proteina quimérica pGFPintER con 100 uM de hemihidrato de estradiol, no se
evidencio la liberacion de la proteina reportera. No obstante, este andlisis confirm6 que el
tratamiento con cloruro de calcio 100 mM no afectd la induccion de las proteinas pGFPintGR y

pGFPintER.
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Figura 23. Expresion y activacion de los biosensores pGFPintER y pGFPintGR posterior al

tratamiento con cloruro de calcio.
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Nota: En la figura A presenta los controles experimentales, donde se observa la fluorescencia de

los plasmidos pshuttle y pGFPi. Por su parte, la figura B y C ilustran la expresion de los constructos

pGFPintGR y pGFPintER en condiciones no inducida (Sin ind) y tras la induccion con IPTG en

presencia de concentraciones de 0 y 100 uM de los medicamentos. Finalmente, la figura D
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evidencia la produccion de las proteinas quiméricas (indicadas con una flecha roja) y la GFP de

los controles (sefialadas con una flecha verde).

Apéndice T. Control de fluorescencia pGFPi después de induccion de 1 mM IPTG a 25°C.
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