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RESUMEN 

Los enhancers son elementos regulatorios que actúan sobre un promotor basal diana para 

controlar la transcripción génica. Por otra parte, las secuencias repetidas resultan de 

múltiples re-arreglos genómicos acumulados a través del tiempo evolutivo. Existe evidencia 

de su potencial rol en la regulación transcripcional cuando se encuentran presentes en 

enhancers o promotores. No obstante, dichos estudios se encuentran restringidos en su 

mayoría a modelos mamíferos y a unos pocos tejidos, principalmente neurales y placenta. 

Hasta la fecha dicho fenómeno no ha sido estudiado ni en anfibios ni en tejido óseo. 

  

En el presente trabajo, nos enfocamos en un enhancer óseo del gen Col1a1 de la rana 

africana X. tropicalis el cual se encuentra invadido por una región repetida cuyas copias se 

encuentran presentes en cientos de otras regiones genómicas. Estudios previos de nuestro 

laboratorio revelaron que este elemento regulatorio, denominado Enhancer-1073, es capaz 

de activar la expresión del reportero GFPn en osteoblastos primarios de X. tropicalis, y que 

además, esta actividad transcripcional es dependiente de la presencia de secuencias 

repetidas que lo invaden.  

 

Hemos desarrollado un protocolo experimental novedoso y más eficiente, el cual combina la 

electroporación de osteoblastos primarios de X. tropicalis con un posterior análisis de 

intensidad de fluorescencia mediante citometría de flujo. Estas mejoras experimentales no 

solo permitieron validar los resultados obtenidos en los estudios previos, sino también, 

permitieron demostrar que la región repetida del Enhancer-1073 es suficiente para 

recapitular la actividad transcripcional del enhancer completo. Este es un estudio único en su 

clase, el cual además de expandir el espectro de enhancers invadidos por secuencias 

repetidas a un nuevo tejido (hueso) y modelo experimental (Xenopus), es el primero en 

demostrar el rol funcional de las secuencias repetidas en enhancers activos de hueso. 

Adicionalmente, entregamos un aporte conceptual al campo de la diversificación de los 

distintos tipos celulares esqueléticos. Proponemos un modelo para explicar cómo la 

movilización de secuencias repetidas incluidas en enhancers permitió co-optar el programa 

genético involucrado en formación de matriz cartilaginosa mineralizada presente en un 

vertebrados ancestral, para facilitar la emergencia evolutiva de los osteoblastos y, por ende, 

del tejido óseo per se. 
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ABSTRACT 

Enhancers are regulatory elements acting upon their target basal promoters to exert a 

transcription control on gene expression. Repeated sequences result from complex series of 

genomic rearrangements accumulating over evolutionary time. Experimental evidence has 

demonstrated that, at least in some instances, repeated sequences included within 

enhancers and promoters contribute to transcriptional control. However, in vertebrate models, 

such studies are restricted to a few mammalian tissues such as the brain and placenta.  

 

In the present work, we focus in an bone enhancer of the Col1a1 gene from the african frog 

X. tropicalis which is invaded by a highly repeated region whose copies are present in 

hundreds of other genomic locations. Previous studies of our laboratory revealed that this 

regulatory element, named Enhancer-1073, is able to drive the expression of the reporter 

protein GFPn in primary osteoblasts of X. tropicalis, and that its transcriptional activity 

depends on the presence of repeated sequences it contains.  

 

Here, we have developed a novel and more efficient experimental protocol, which combines 

the electroporation of X. tropicalis primary osteoblasts with a posterior fluorescence intensity 

analysis by flow citometry. These improvements not only allowed the validation of our 

previous results, but also allowed us to demonstrate that the repeated region of the 

Enhancer-1073 is sufficient to recapitulate the transcriptional activity from the whole 

enhancer. This is the first study, which, in addition to expanding the range of enhancers 

invaded by repeated sequences to a new tissue (Bone) and experimental model (Xenopus), 

is the first to demonstrate the functional role of repeated sequences included within active 

bone enhancers. Additionally, we provide a conceptual input to the field of skeletal cell type 

evolution. We propose a model to explain how the mobilization of repeated sequences 

embedded within enhancers allowed the co-option of the genetic program involved in 

cartilage matrix mineralization present in an ancient vertebrate, to facilitate the evolutionary 

emergence of osteoblast and, thus, of the bone tissue per se. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Regulación Transcripcional 

 

La regulación de la proliferación y de la diferenciación celular, y por ende del 

desarrollo en animales y plantas depende de la correcta producción de ARNm 

específicos por parte de la ARN polimerasa II (ARNpolII). Los mecanismos que rigen 

dicha regulación han sido objeto de intensos estudios genéticos, bioquímicos y 

computacionales. La estructura génica de los vertebrados es compleja, normalmente 

se encuentra compuesta por la unidad transcripcional y distintos elementos cis-

reguladores que controlan su expresión espacio-temporal. Dentro de los dos 

diferentes tipos de elementos cis-reguladores conocidos, los promotores basales y 

los enhancers cumplen un rol preponderante en los fenómenos de activación 

transcripcional y serán descritos a continuación. 

1.1.1. Promotores Basales 

 

El promotor basal (también conocido como “core promoter” en inglés) (Atkinson y 

Halfon, 2014), abarca aproximadamente 35 a 40 pb tanto rio arriba como rio abajo 

desde el sitio de inicio de la transcripción (SIT) (Smale y Kadonaga, 2003) y se 

encuentra compuesto por una serie de motivos característicos como la caja TATA, el 

elemento Inr (elemento iniciador), islas CpG, el motivo TCT (motivo iniciador de 

polipirimidina), BRE (elemento de reconocimiento para TFIIB), DPE (elemento río 

abajo del promotor), MTE (elemento motivo diez) y DCE 1, 2 y 3 (elementos 

esenciales corriente abajo) (Juven-Gershon y col., 2008). Estos motivos 

característicos le permiten al promotor basal reclutar tanto a los factores asociados a 

la transcripción como a la ARN polimerasa II (Goodrich y Tjian, 2010). Así, es posible 

definir distintas categorías de promotores basales en función de los motivos 

asociados al sitio de inicio de transcripción. Un ejemplo es el cambio en el 

transcriptoma desde la etapa maternal a la etapa de cigoto en vertebrados, el cual 

está regulado por el uso de dos tipos distintos de motivos en los promotores basales 
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siendo este acompañado por un cambio en el posicionamiento de nucleosomas 

(Haberle y col., 2014). El promotor basal no tiene la capacidad de gatillar el proceso 

de transcripción por sí solo, para que esto ocurra se necesita la presencia de 

elementos regulatorios externos al promotor basal los cuales se denominan 

enhancers (Harmston y Lenhard, 2013). En este trabajo emplearemos la palabra 

inglesa “enhancer” para referirse a este tipo de elementos cis-regulatorios, dado que 

es la más comúnmente utilizada en la literatura científica y para la cual no existe 

traducción directa al castellano. 

 

1.1.2. Los Enhancers 

 

En general, se puede definir un enhancer como una región de ADN que tiene la 

capacidad de potenciar la actividad mínima de un promotor basal para activar la 

transcripción, independiente a su orientación y ubicación en el cromosoma 

(Smallwood y Ren, 2013). El tamaño de los enhancers puede variar desde los 200 pb 

a 1 kb (Levine, 2010), se ha descrito que su ubicación puede ser cercana o muy 

alejada del promotor basal, llegando incluso a distancias de hasta 1 mb (Bulger y 

Groudine, 2011). Los enhancers que se encuentran ubicados hasta 5kb río arriba del 

promotor basal son denominados enhancers proximales y constituyen 

aproximadamente el 15% de los casos (Rada-Iglesias y col., 2011). El 85% de los 

casos corresponde a enhancers que se encuentran ubicados a más de 5 kb del 

promotor basal, estos se denominan enhancer distales (Barolo, 2012; Buecker y 

Wysocka, 2012).Es frecuente encontrarse con el término “promotor” haciendo 

referencia al conjunto formado por el promotor basal y su respectivo enhancer 

proximal.  

 

Una de las principales características de los enhancer es que contienen conjuntos de 

sitios de unión a factores de transcripción (Eeckhoute y col., 2009). Cada enhancer 

tiene la capacidad de reclutar factores de transcripción específicos, por lo que 

cumplen un rol fundamental en distintos procesos celulares, como por ejemplo, 
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durante la diferenciación celular (Ong y Corces, 2012; Rister y Desplan, 2010; Spitz y 

Furlong, 2012). Esto último se debe más precisamente a la participación de distintas 

vías de señalización en el correcto funcionamiento de enhancers, un ejemplo de esto 

son las vías Notch, TGF-β y Wnt cuyos efectores citoplasmáticos convergen sobre 

enhancers específicos para la correcta expresión de los genes blancos de dichas 

vías (Barolo y Posakony, 2002). Del punto de vista mecanístico, se ha propuesto que 

los enhancers distales reclutan combinaciones específicas de factores de 

transcripción, lo que facilita la interacción con el promotor basal mediante la 

formación de un bucle de ADN, gatillando así la elongación transcripcional mediada 

por la ARN polimerasa II (Krivega y Dean, 2012; Smallwood y Ren, 2013; Bulger y 

Groudine, 2011). 

 

Algunos genes presentan más de un enhancer que los regula. Su actividad puede 

ser modular, puesto que un enhancer puede estar asociado a la expresión de un gen 

en un tejido determinado y otro enhancer regular la expresión del mismo gen en otro 

tejido o en otro momento del desarrollo. Un ejemplo de esto es el gen Bmp2, cuyo 

patrón de expresión fue analizado mediante el uso de dos cromosomas bacterianos 

artificiales (BAC), abarcando 392.5kb alrededor de la unidad transcripcional del gen, 

asociados al gen reportero lacZ y una posterior generación de ratones transgénicos 

para cada BAC (Chandler, 2007). El análisis de los transgénicos reveló patrones de 

expresión diferenciales, estando la región 5’ de Bmp2 relacionada con la expresión 

en tejidos cartilaginosos, mientras que la región 3’ del gen conduce la expresión en 

tejidos óseos. Un análisis más detallado de la región 3’ permitió la identificación de 

un enhancer específico de progenitores osteoblásticos ubicado 156kb corriente abajo 

del promotor. 

 

Como hemos mencionado, la mayor parte de los enhancers se encuentran alejados 

del sitio de inicio de la transcripción del gen que regulan, dificultando su identificación 

(Harmston y Lenhard, 2013; Rada-Iglesias y col., 2011). En la última década, 

técnicas como la inmunoprecipitación de cromatina acoplada a ensayos de 
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microarreglo (ChIP-chip) o secuenciación masiva (ChIP-seq) han ayudado a resolver 

este problema (Zinzen y col., 2009). Se ha demostrado que los enhancers distales 

poseen marcas o patrones epigenéticos característicos que los diferencian de otros 

elementos regulatorios tales como los insuladores, silenciadores o promotores 

basales (Rada-Iglesias y col., 2011; Rando, 2012). Los enhancers distales presentan 

marcas que corresponden a modificaciones post-traduccionales en las colas de la 

Histona 3 (H3). De manera más específica, hablamos de un fuerte enriquecimiento 

de la mono-metilación de la lisina 4 (H3K4me1) y de la acetilación de la lisina 27 

(H3K27ac), de una moderada tri–metilación de la Lisina 4 (H3K4me3), además de 

una depleción de la tri-metilación en la lisina 27 (marca represiva H3K27me3) (ver 

Tabla 1 y Andersson y col., 2014; Creyghton y col., 2010; Pekowska y col., 2011). 

Este tipo de modificaciones se generan mediante la actividad de enzimas 

especializadas que son capaces de agregar y remover grupos metilos y acetilos, 

entre otros (Chen y Dent, 2014). 

 

Recientemente se ha descubierto que no solo es necesaria la presencia de las 

marcas H3K4me1 (para enhancers) y H3K4me3 (para promotores), estas también 

deben presentar un patrón local específico. El patrón denominado pico-valle-pico se 

encuentra enriquecido en enhancers y promotores activos, este consiste en dos 

picos asimétricos en la marca. Los enhancers que presentan H3K4me1 sin el patrón 

“pico-valle-pico” generalmente son inactivos (Pundhir y col., 2016). La capacidad de 

los enhancer para reclutar a factores de transcripción está asociada a la 

concentración de sitios de unión de factores de transcripción y a una densidad de 

histonas en la cromatina relativamente baja a nivel del “valle”, lo cual de alguna 

manera es coherente con el patrón de modificación de las histonas presente en estas 

regiones (Buecker y Wysocka, 2012). 
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Recientemente se ha descubierto que no solo es necesaria la presencia de las 

marcas H3K4me1 (para enhancers) y H3K4me3 (para promotores), estas también 

deben presentar un patrón local específico. El patrón denominado pico-valle-pico se 

encuentra enriquecido en enhancers y promotores activos, este consiste en dos 

picos asimétricos en la marca. Los enhancers que presentan H3K4me1 sin el patrón 

“pico-valle-pico” generalmente son inactivos (Pundhir y col., 2016). La capacidad de 

los enhancer para reclutar a factores de transcripción está asociada a la 

concentración de sitios de unión de factores de transcripción y a una densidad de 

histonas en la cromatina relativamente baja a nivel del “valle”, lo cual de alguna 

manera es coherente con el patrón de modificación de las histonas presente en estas 

regiones (Buecker y Wysocka, 2012). 
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Tabla 1. Comparación en los niveles de las marcas de histonas de promotores 

basales y enhancers. Según estas marcas, para que un promotor se considere activo 

debe tener bajos niveles de H3K4me1 la cual se considera una marca represora en 

promotores, caso contrario a la H3K4me3 la cual debe encontrarse en niveles altos. 

Existen también los promotores denominados Bivalentes, presentan tanto las marcas 

de un promotor activo (H3K4me3), como de uno inactivo (H3K27me3) (Voigt y col. 

2013). En el caso de los enhancers, para considerarse activos deben tener altos 

niveles de las marcas H3K4me1, H3K27ac y ausencia de la marca represora 

H3K27me3. Existen enhancers que presentan altos niveles de H3K27me3 junto con 

las marcas características de un enhancer activo, estos se denominan “poised 

enhancers” y hacen referencia a un estado inactivo pero con potencial de activación 

rápida y fuerte de parte de este elemento regulatorio (Creyghton y col., 2010). 

Fuente: Elaboración propia. 

  

Marca de 
histona 

Promotor Enhancer 

 Activo Inactivo Bivalente Activo Inactivo Poised 

H3K4me1 Bajo Alto Variable Alto Alto Alto 

H3K4me3 Alto Variable Alto Moderado Bajo Variable 

H3K27ac Variable Bajo Variable Alto Bajo Variable 

H3K27me3 Ausente Alto Alto Ausente Alto Alto 
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1.2. Secuencias Repetidas 

1.2.1. Características generales  

El genoma se puede clasificar en secuencias únicas y secuencias repetidas, 

según el nivel de redundancia de cada una de ellas. Las secuencias repetidas son el 

resultado de múltiples re-arreglos genómicos acumulados a través del tiempo y 

presentan diferentes grados de conservación, donde en general, las que poseen un 

origen evolutivo más antiguo son más divergentes debido a que han tenido más 

tiempo para acumular mutaciones (Richard y col., 2008). Los elementos repetitivos 

se encuentran clasificados en dos grandes grupos, las repeticiones dispersas y las 

repeticiones organizadas en tándem. Dentro de las repeticiones dispersas 

encontramos a los genes parálogos, los pseudogenes, los retro genes (provenientes 

de la transcripción reversa de un ARNm), los ADNt (que dan origen a los ARNt) y los 

transposones (Richard y col., 2008). Dentro de los transposones de ADN 

encontramos distintas sub-clasificaciones: 

A. Clase I o retrotransposones: estos elementos se replican usando un 

intermediario de ARN y una transcriptasa reversa. Dentro de esta clase de 

repeticiones encontramos tres grupos de elementos, clasificados según su 

estructura: 

 

 LTR (long terminal repeat): codifican para las proteínas GAG y POL. En 

ambos extremos presentan LTRs con actividad promotora. 

 LINE (long interspersed nuclear element): presentan un 5’ UTR con actividad 

promotora, 2 marcos de lectura abiertos y un 3’ UTR con una cola de poli A. 

 SINE (short interspersed nuclear element): son elementos no autónomos, 

poseen un promotor interno para la polimerasa III. Alu es el SINE más común 

en el genoma humano y consiste en dos fragmentos ricos en CG unidos por 

una secuencia rica en A y terminan con una cola de poli A. 
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B. Clase II o transposones de ADN: normalmente codifican para su propia 

transposasa, la que reconoce las repeticiones terminales invertidas (TIR) 

presentes en estos elementos, para luego escindirlos e integrarlos en un 

nuevo lugar del genoma. Dentro de esta clase de repeticiones encontramos 

tres grupos de elementos, clasificados según su mecanismo de replicación: 

 

 Elementos que se escinden como doble hebra de ADN y se insertan en el 

genoma por un clásico mecanismo de “cortar y pegar”. Un ejemplo de esto 

son los elementos P de Drosophila. 

 Elementos que utilizan el mecanismo de círculo rodante. Un ejemplo son los 

elementos Helitrons. 

 Elementos cuyo mecanismo de replicación no se comprende por completo y 

que además codifican para su propia ADN polimerasa. Un ejemplo son los 

elementos Mavericks.  

Las secuencias repetidas se encuentran en distintos tipos de organismos, sin 

embargo, los porcentajes que representan en cada genoma son diferentes 

(Kramerov y Vassetzky, 2011). Por ejemplo, en rana constituyen aproximadamente 

un 33% del genoma (Hellsten y col., 2010), en pollo un 11% (International Chicken 

Genome Sequencing, 2004), en ratón un 37,5% (Mouse Genome Sequencing y col., 

2002) y en humano un 46% (Lander y col., 2001).  
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1.2.2 Secuencias repetidas y función regulatoria 

Ya en los años 60 se acuñaba el término “ADN Basura”, haciendo referencia a 

secuencias de ADN con la capacidad de acumular mutaciones libremente y que no 

presentan ningún rol funcional en el desarrollo, la fisiología o cualquier otra función 

de un organismo (Palazzo y Gregory, 2014). La base de datos ENCODE 

(enciclopedia de elementos de ADN) ha hecho quizás el esfuerzo más grande por 

encontrar regiones funcionales en genomas eucariontes. Sus autores señalan que al 

menos un 80% del genoma humano posee alguna función bioquímica y dan casi por 

descartada la existencia del “ADN basura” (Penissi, 2012.).  

 

Sin embargo, esta afirmación no ha estado exenta de polémicas, las críticas a los 

resultados de ENCODE vienen desde varias partes de la comunidad científica, 

particularmente de los especialistas en evolución. Estos últimos señalan que 

ENCODE desprecia muchos de los principios evolutivos asociados a la dinámica de 

la estructura de genomas (Doolittle, 2013 y Graur y col., 2013). En general, resulta 

muy difícil encontrar regiones que cumplan una función regulatoria dentro de la 

fracción repetida del genoma, a pesar de esto, algunos trabajos han podido asociar 

dichas secuencias con la generación de nuevos sitios de corte y empalme (Lev-Maor 

y col., 2003), la amplificación de genes involucrados en la adaptación a cambios 

ambientales (Ubeda y col., 2014), generación de variabilidad genética en algunos 

tipos de células somáticas (Akagi y col., 2013), expansión de regiones que funcionan 

como insuladores en mamíferos (Schmidt y col., 2012), e incluso tienen la capacidad 

de dar lugar a nuevos genes a partir de otros pre existentes debido a la capacidad de 

algunas de estas secuencias (principalmente elementos transposables) para 

propagarse dentro del genoma (Volff, 2006). Además, se ha demostrado que 

mutaciones en secuencias repetidas dentro de intrones y regiones no traducidas 

(UTR) de algunos genes pueden derivar en patologías, como el caso del síndrome 

de Escalante (síndrome frágil X), la Ataxia de Friedreich y las distrofias miotónicas 1 

y 2 (Gemayel y col., 2010). 
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Por otra parte, algunos estudios han encontrado presencia de secuencias repetidas 

insertas en distintos elementos regulatorios, demostrando además, que estas 

secuencias tienen incidencia en su función regulatoria (Tabla 2). Un ejemplo de esto, 

es el caso de uno de los enhancers que controla la expresión del gen Pomc 

mamíferos. Pomc es un gen expresado en el núcleo arqueado del hipotálamo en 

todos los mamíferos con mandíbula (Fig. 1A), su expresión es dirigida por dos 

enhancers ubicados río arriba del gen denominados nPE1 y nPE2, ambos altamente 

conservados en mamíferos. El enhancer nPE1 tiene un tamaño de 630 pb y posee 

un “core” de 144 pb que deriva de un retrotransposón de la familia de los SINE cuya 

secuencia es altamente conservada entre mamíferos placentarios. Con el fin de 

probar la hipótesis de que este “core” de 144 pb contiene secuencias funcionales 

críticas para la actividad transcripcional de nPE1 se realizaron análisis de expresión 

de reportero utilizando ratones transgénicos.  

 

Para estos análisis se utilizó un constructo que contenía solo el “core” controlando la 

expresión de eGFP (Proteina Fluorecente Verde Potenciada) como reportero. Los 

resultados demostraron que esta secuencia de 144 pb por si sola era suficiente para 

recrear los patrones de expresión de Pomc en el núcleo arqueado del hipotálamo 

(Fig. 1B). En paralelo a este ensayo se utilizó un constructo con nPE1 carente del 

“core” controlando al expresión de eGFP, en este caso la versión mutada de nPE1 no 

fue capaz de reproducir los patrones de expresión de Pomc, demostrando así, que 

este “core” de 144 pb además de ser suficiente es necesario para la correcta 

expresión del gen Pomc (Franchini y col., 2011).  
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Especies Repetición Región Efecto en regulación transcripcional Ref. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mamíferos 

 

 

Transposones de 
ADN 

PB, Enhancer 
Creación de un enhancer proximal y  PB del 
gen Prolactin. 

(Gerlo y col., 

 2006) 

   

Enhancer 
Propagación a escala genómica de enhancers 
activadores de genes relacionados con el 
embarazo. 

(Lynch y col., 
2011) 

   

Enhancer 
Generación de enhancers involucrados en 
procesos biológicos relacionados con la 
eritropoyesis.  

(Jjingo y col., 
2014) 

 

Retrovirus 

Enhancer 
Propagación a escala genómica de enhancer 
respondiendo a una lógica de regulación 
trofoblástica. 

(Chuong y col., 
2013) 

PB, Enhancer 
Integración preferencial de CMV en enhancers 
activos y promotores. 

(Lafave y col., 
2014) 

 

 

 

 

Retrotransposones 

Enhancer distal 
Contribución a los enhancers involucrados en 
la mantención de la pluripotencia. 

(Fort y col., 
2014) 

Enhancer distal 
Evolución del enhancer regulador para el gen 
Pomc. 

(Franchini y col., 
2011) 

   

Enhancer distal 
Creación de un enhancer distal específico del 
gen neural Islet1. 

(Bejerano y col., 
2006) 

Enhancer distal 
Creación de un enhancer específico del gen 
SATB2. 

(Dong y col., 
2010) 

PB, Enhancer 
Elementos Alu promueven diferenciación 
celular en células de carcinoma humano. 

(Morales-
Hernández y 
col., 2016) 

   

Enhancer distal 
Creación de un enhancer específico del gen 
Fgf8. 

(French-
Constant y col., 

2006) 

 

Repeticiones en 
tándem 

PB, Enhancer 

Modulación en ciertas modificaciones de 
histonas y enriquecimiento de estas 
secuencias en varias condiciones clínicas 
relevantes. 

(Gymrek y col., 
2016) 

     

Pez Pseudogenes Enhancer distal 
Antiguos exones de pseudogenes pueden 
transformarse en enhancer. 

(Vinces y col., 
2009) 

     

Moscas 
Transposones de 

ADN 
Enhancer 
proximal 

Incrementa la expresión de un gen 
involucrado en resistencia a pesticidas. 

(Gerlo y col., 
2006) 

Levadura 
Repeticiones en 

tándem 
Enhancer 
proximal 

Los números de copias afectan la posición del 
nucleosoma y la producción de transcritos. 

(Lynch y col., 
2011) 
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Tabla 2. Resumen de secuencias repetidas presentes en elementos cis-regulatorios. 

Como se puede observar, la mayoría de estos estudios están realizados en modelos 

mamíferos (en los casos de modelos vertebrados), especialmente en ratón. Además, 

están generalmente enfocados a secuencias reguladoras asociadas a genes 

neurales o placentarios. PB: Promotor Basal. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 1. Impacto de una secuencia repetida sobre la función regulatoria del 

enhancer nPE1. (A) Patrón de expresión del gen Pomc en el núcleo arqueado del 

hipotálamo de ratón (recuadro rojo). (B) Estructura del enhancer nPE1 (azul), 

destacando el “core” de 144 pb (amarillo). Se muestran los constructos ocupados 

para obtener los ratones transgénicos, el primero solo con el “core” controlando la 

expresión del reportero eGFP logra repetir el patrón de expresión de Pomc, 

demostrando que el “core” es suficiente para la actividad regulatoria de nPE1. El 

segundo constructo que contiene nPE1 sin el “core” no es capaz de repetir el patrón 

de expresión de Pomc, por lo que se concluye que el “core” es necesario para la 

actividad de nPE1. Fuente: Modificado de Franchini y col., 2011.   
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A pesar de estos hallazgos, cabe destacar que las secuencias repetidas que se han 

encontrado dentro de enhancers o promotores basales, y que tienen alguna función 

regulatoria asociada a estos elementos cis-regulatorios están limitadas a unos pocos 

tejidos (neural y placenta), y además, están restringidos solo a modelos mamíferos y 

peces. No obstante, datos no publicados del Laboratorio de Desarrollo y Evolución 

(LADE), indican que existe una alta presencia de diversos tipos de repeticiones en 

enhancers óseos activos del anfibio Xenopus tropicalis (Hanna, 2014). Estos datos 

permiten expandir el espectro de enhancers invadidos por secuencias repetidas con 

un potencial rol regulador a un nuevo modelo experimental como los anfibios y a un 

nuevo tejido como es el hueso.  

1.3. Desarrollo óseo  

 

1.3.1 Origen evolutivo de los tejidos esqueléticos 

El esqueleto vertebrado está compuesto de hueso y cartílago (Hall, 2005). La 

formación de tejido óseo mineralizado puede ocurrir mediante dos mecanismos: la 

osificación endocondral y la intramembranosa (Olsen y col., 2000). La Osificación 

endocondral consiste en la formación de un molde de cartílago que es 

posteriormente invadido por osteoblastos durante el proceso de osificación, este 

mecanismo es sobrellevado por los huesos largos. La mayor parte de los tejidos del 

esqueleto tienen un origen más ancestral, sin embargo el hueso endocondral parece 

tener un origen más reciente en los osteíctios (Contreras y col., 2017). Evidencia 

fósil, histológica, celular y genética, como por ejemplo, experimentos de rastreo de 

linaje celular que demuestran la existencia de grupos de condrocitos hipertróficos 

que evaden la apoptosis y se transdiferencian a osteoblastos en huesos largos de 

ratón, sumado a la presencia de hueso endocondral en elementos esqueléticos 

cartilaginosos de distintos osteíctios han llevado a nuestro grupo de trabajo a 

plantear una nueva hipótesis con respecto al origen evolutivo de la osificación 

endocondral. En ella se plantea que la transdiferenciación de condrocitos 
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hipertróficos a osteoblastos podría haber tenido un rol importante en la aparición de 

este mecanismo de osificación (Contreras y col., 2017).  

1.3.2 Bases celulares y moleculares de la osteogénesis 

El esqueleto es una novedad evolutiva de los vertebrados, cuya aparición requirió del 

surgimiento de tipos celulares nuevos involucrados en la formación de cartílago 

(condroblastos y condrocitos), hueso (osteoblastos y osteocitos) y dientes 

(ameloblastos y odontoblastos) (Gomez-Picós y Eames. 2015; Hirasawa y Kuratani. 

2015; Enault y col. 2015; Contreras y col., 2017). El origen de los vertebrados y las 

bases moleculares que están involucradas en la aparición de estos nuevos tipos 

celulares es un tema que genera muchas discusiones y del cual no se ha llegado a 

una conclusión que sea ampliamente aceptada por la comunidad científica. Una 

mejor comprensión de los mecanismos que permiten la diferenciación de las células 

óseas permitiría grandes avances en la prevención, diagnóstico y tratamiento de 

enfermedades relacionadas con este tejido que afectan al ser humano.  

  

Los huesos planos son formados mediante osificación intramembranosa, en este 

proceso la mesénquima se diferencia directamente a hueso, proceso iniciado por la 

condensación de las células mesenquimales progenitoras, las cuales darán origen a 

las células osteoprogenitoras, que una vez comprometidas con el linaje osteoblástico 

generarán el osteoide, correspondiente a la matriz ósea inicialmente secretada sin 

mineralizar. Estas células darán origen a los osteoblastos maduros, encargados de 

formar la matriz extracelular ósea mediante la secreción de diversas proteínas y 

precursores que se depositarán a su alrededor. Finalmente, estas células se 

diferenciarán a osteocitos, el tipo celular más abundante del tejido óseo, las cuales, 

una vez completamente diferenciadas, se encuentran totalmente embebidas en la 

matriz mineralizada y se conectan entre ellas, y con las demás células óseas, a 

través de largas prolongaciones citoplasmáticas, formando una verdadera red celular 

dentro del hueso (Long, 2011; Marcellini y col., 2012; Fritz y col., 2016). Este es un 

fenómeno altamente regulado, donde las células activan una serie de genes en un 



 

16 

 

orden temporal definido. Por ejemplo, activación del factor de transcripción Runx2 es 

necesaria para que otros factores de trascripción óseo-específicos como Osterix 

puedan ser activados de manera sucesiva, formando así, una cascada de 

señalización necesaria para la correcta regulación del proceso osteogénico (Huycke 

y col., 2012; Marcellini y col., 2012; Nakashima y col., 2002). Se ha demostrado que 

ratones mutantes para Runx2 (Komori y col., 1997) y Osterix (Nakashima y col., 

2002) son desprovistos de osteoblastos.  

La diferenciación osteoblástica depende de la activación de numerosas vías de 

señalización como Wnt (Wingless/invected1), BMP (Bone Morphogenic Proteins), Hh 

(Hedgehog), FGF (Fibroblast Growth Factor) y Notch (Marcellini y col., 2012). La 

necesidad de comprender la secuencia de sucesos que llevan a la formación del 

tejido óseo ha precisado la búsqueda de regiones regulatorias que coordinen la 

expresión de los genes responsables de este proceso. La Tabla 3 presenta un 

resumen de los enhancers caracterizados en hueso. Como se puede apreciar, la 

información sobre la regulación transcripcional durante el desarrollo óseo en 

vertebrados fuera de los mamíferos es bastante escasa. Es por esto, que se hace 

llamativa la búsqueda de nuevos modelos de estudio que permitan tener una visión 

más amplia y completa sobre la regulación del desarrollo óseo.  
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Tabla 3. Resumen de enhancers osteoblásticos caracterizados en la literatura. Los 

enhancers óseos están caracterizados casi en su totalidad en mamíferos, con la 

excepción de los enhancers de Osterix (Osx) y Osteocalcina, ambos caracterizados 

también en pez. Los enhancers se muestran ordenados por especie y por año de 

caracterización. SIT: Sitio de Inicio de Transcripción. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Gen 

 

Especie 

Distancia del 

SIT (kb) 

 

Ref. 

Tnfsf11 Ratón 23 (Onal y col., 2016) 

    

Mmp13 Ratón -10, -20 y -30 (Meyer y col., 2015) 

Runx2 Ratón -3 (Kawane y col., 2014) 

    

BMP5 Ratón +128.9 
(Guenther y col., 

2008) 

    

BMP2 Ratón -185.4 y +207.1 
(Chandler y col., 

2007) 

    

DMP1 Ratón -8 (Kalajzic y col., 2004) 

Col1a1 Ratón -3.6 (Kalajzic y col., 2002) 

    

Col1a2 Ratón -19.5 
(Bou-Gharios y col., 

1996) 

    

BSP Ratón -2.7 (Chen y col. 1996) 

    

Osteocalcina 
Humano, 

rata y pez 
-1.7 

(Renn y Winkler, 

2009) 

Osx Pez -4.1 (Inohaya y col., 2007) 
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1.4. Xenopus tropicalis como modelo de estudio.  

1.4.1 Características generales  

Los anfibios en general presentan las ventajas de tener órganos internos similares a 

los mamíferos, como por ejemplo, su esqueleto. Además, se pueden obtener una 

gran cantidad de huevos controlando hormonalmente el momento de ovulación. La 

embriogénesis se produce ex vivo lo cual facilita el estudio de procesos dinámicos 

tales como la osteogénesis. Los embriones anfibios son muy resistentes a distintos 

procesos quirúrgicos como ablaciones y microinyecciones. Desde finales de la 

década de los 50s, Xenopus laevis ha sido el modelo de estudio anfibio más usado, 

lo cual es apoyado por una descripción de su desarrollo temprano que es precisa, 

elaborada y altamente reproducible (Kashiwagi y col., 2010). Xenopus tropicalis, 

pariente cercano de X. laevis, poco a poco ha ido ganando notoriedad como modelo 

de estudio, esto es debido a que presenta varias ventajas experimentales. X. 

tropicalis es un organismo diploide mientras que X. laevis es tetraploide por lo que 

posee un genoma mucho más grande y complejo (Graf y Fischberg , 1986; Hughes y 

Hughes, 1993; Wells y col., 2011). X. tropicalis posee un tiempo de crecimiento 

menor, el cual se hace tremendamente notorio en hembras, siendo de 30 semanas 

para X. tropicalis y entre 10 a 24 meses para X. laevis (Olmstead y col., 2009). Otro 

aspecto importante, es que muchos de los sistemas experimentales para X. laevis 

son aplicables para X. tropicalis tales como experimentos de mutagénesis (Goda y 

col., 2006), edición de genoma mediada por Cas-9 (Guo y col., 2014), transgénesis 

estable (Lane y col., 2013). Por último, al igual que X. laevis, X. tropicalis cuenta con 

un genoma completamente secuenciado, cuya versión 4.1 fue liberada en 2010 

teniendo un tamaño aproximado de 1,7 Giga pb distribuido en 10 cromosomas. Se ha 

estimado, mediante el uso de métodos de predicción basados en similitud de 

secuencia, que contiene más de 20 mil genes que codifican para proteínas, 

incluyendo 1.700 genes asociados a enfermedades humanas (Hellsten y col., 2010). 
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1.4.2 Secuencias repetidas en X. tropicalis 

Cerca de un 30% del genoma de Xenopus tropicalis corresponde a secuencias 

repetidas (Pollet y Mazabraud, 2006). La mayoría de las repeticiones identificadas en 

X. tropicalis corresponden a transposones de ADN (72%), mientras que sólo el 1% 

corresponde a retrotransposones LTR (Repeticion Terminal Larga), 9% a 

retrotransposones no-LTR y 9% a repeticiones no transposables (Shen y col., 2013). 

Algunas secuencias repetidas presentes en el genoma de X. tropicalis son tan 

abundantes que pueden llegar a ser encontradas 1 millon de veces en el genoma, 

como es el caso de Xstir, un transposon de ADN de la familia MITE (Elementos de 

Transposición Repetidos-Invertidos en Miniatura) (Hikosaka y col., 2000). 

  

A pesar de la evidencia mostrada sobre el contenido de secuencias repetidas en el 

genoma de X. tropicalis, estas nunca se han asociado con algún tipo de función o 

región reguladora en esta especie. Como se mencionó anteriormente, la única 

evidencia de presencia de estas secuencias en elementos cis-reguladores está en 

los datos generados en el LADE (Hanna, 2014). Estos datos abren la interrogante de 

si estas secuencias repetidas, al igual que en mamíferos y peces, tienen algún tipo 

de incidencia en la actividad transcripcional de estos elementos regulatorios. Es por 

esto que desde el punto de vista de la regulación transcripcional ósea, 

específicamente en la función transcripcional de secuencias repetidas presentes en 

enhancers óseos, X. tropicalis podría transformarse en una potente herramienta de 

estudio.  

 

Entonces, de acuerdo con la información expuesta respecto a las secuencias 

repetidas, su implicancia en fenómenos regulatorios y su presencia en enhancers 

osteoblásticos de X. tropicalis, se ha considerado pertinente estudiar la relación 

directa que hay entre estas secuencias repetidas y la actividad transcripcional de 

estos elementos regulatorios. De manera específica, se pretende dilucidar si 

estas secuencias son necesarias y/o suficientes para controlar la actividad 
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transcripcional de un enhancer óseo en osteoblastos de X. tropicalis. Este es 

un estudio único en su clase, el cual además de expandir el espectro de enhancers 

invadidos por secuencias repetidas a un nuevo tejido (hueso) y modelo experimental 

(Xenopus tropicalis), será el primero en analizar el rol funcional de las secuencias 

repetidas en enhancers activos de hueso.  

1.5 Contexto de estudio y resultados previos  

Este trabajo está basado en un estudio previo en el cual se analizó un enhancer óseo 

denominado Enhancer-1073. Este es un enhancer de 1347 pb se encuentra 

aproximadamente a 63 kb río abajo del gen Col1a1 de X. tropicalis. Previamente se 

había demostrado que en conjunto con el promotor basal del gen Col1a1, el 

Enhancer-1073 tiene la capacidad de activar el reportero GFP nuclear en 

osteoblastos primarios de X. tropicalis (Muñoz, 2015). Este enhancer presenta dos 

regiones altamente repetidas a escala genómica, las cuales se encuentran de 

manera colindante por lo que, para efectos experimentales, se les consideró como 

una sola repetición. Vista de esta manera, la repetición correspondería a una 

secuencia de 640 pb de largo, ubicada a 392 pb desde el inicio de la secuencia del 

enhancer.  

 

Con el fin de demostrar que estas secuencias repetidas son necesarias para la 

función transcripcional del Enhancer-1073, se realizaron ensayos funcionales en un 

cultivo primario de osteoblastos de X. tropicalis. Estos tenían por propósito comparar 

la capacidad de activar un reportero fluorescente (GFPn) de dos versiones del 

Enhancer-1073, completo y carente de repeticiones. Los resultados indican que la 

fluorescencia generada por la actividad del Enhancer-1073 sin las secuencias 

repetidas se encuentra a niveles basales en comparación con el enhancer completo, 

confirmando la necesidad de estas repeticiones para la actividad transcripcional del 

enhancer (Contreras, 2016).  
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Un problema de estos resultados es su baja robustez estadistica, dado 

principalmente por las aproximaciones metodológicas utilizadas. Por ejemplo, la 

transfección de los vectores de expresión mediante el reactivo FuGENE HD presenta 

una baja eficiencia en osteoblastos primarios de X. tropicalis (Bertin y col., 2015). 

Otro problema metodológico, corresponde a la cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia total desde fotografías obtenidas por microscopía confocal, la cual 

depende mucho del estado de la muestra que está siendo fotografiada (Contreras, 

2016). 

  

Es por esto que en el presente trabajo de tesis hemos decidido dar solución a estas 

problemáticas, planteando nuevos ensayos funcionales mediante la electroporación 

de osteoblastos primarios con el sistema Neon™ y haciendo un posterior análisis de 

fluorescencia a través de citometría de flujo. Este es un acercamiento experimental 

nunca antes realizado en células de estas características, y constituye un gran 

avance en la optimización de estos ensayos tanto en robustez de los resultados 

como en costo operacional y tiempo de realización. Con estos avances pretendemos 

no solo validar los resultados obtenidos en los ensayos previamente mencionados, 

sino también, analizar la actividad transcripcional de la porción repetida del 

Enhancer-1073 por si sola, y dilucidar si esta contiene todos los elementos 

necesarios para reproducir la actividad transcripcional del enhancer completo. 
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2. HIPÓTESIS  

Dado que las secuencias repetidas poseen un potencial rol regulatorio en enhancers 

de organismos vertebrados, sumado a la poca información existente a la fecha en 

cuanto a las regiones reguladoras de genes óseos durante el desarrollo, en este 

trabajo se plantea la siguiente hipótesis:  

“El enhancer osteoblástico 1073 del gen Col1a1 de X. tropicalis contiene 

secuencias repetidas que son necesarias y suficientes para su actividad 

transcripcional.” 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo General:  

Analizar si el enhancer osteoblástico 1073 del gen Col1a1 de X. tropicalis contiene 

secuencias repetidas que son necesarias y suficientes para su actividad 

transcripcional.  

3.2. Objetivos específicos:  

3.2.1. Mejorar el sistema de co-expresión y cuantificación de proteínas fluorescentes 

verdes y rojas.  

3.2.2. Determinar si la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073es necesaria 

para la actividad transcripcional de este elemento regulatorio.  

3.2.3. Determinar si la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073es suficiente 

para la actividad transcripcional de este elemento regulatorio. 29  
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4. MATERIALES Y METODOS  

4.1. Mantención de animales y eutanasia  

Esta tesis contempló el uso del anfibio Xenopus tropicalis como modelo 

experimental. Los adultos y los renacuajos de X. tropicalis se mantienen en agua 

limpia y filtrada constantemente en un bioterio localizado en la Facultad de Ciencias 

Biológicas. Allí se conservan altos estándares de higiene. La salinidad, la 

temperatura, pH y niveles de nitratos son monitoreados periódicamente y mantenidos 

constantes. Los adultos son alimentados dos veces por semana con pellets 

Reptomin (Aqualandia).  

Todos los protocolos empleados fueron aprobados por el comité de Bioética de la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad de Concepción, eutanasia fue 

realizada respetando estándares nacionales e internacionales de bioética (Close y 

col. 1996). Los renacuajos (estadios 59-61 según la tabla de desarrollo de Xenopus 

de Nieuwkoop & Faber) fueron anestesiados mediante incubación en una solución de 

0.2g/l de la sal etil 3-aminobenzoato metanosulfonato (MS222, Sigma) diluida en 

buffer de bicarbonato antes de realizar el proceso de eutanasia por decapitación 

(Ramlochansingh y col. 2014; Close y col., 1996).  

4.2. Transformación de plásmidos en bacterias competentes y purificación  

Todas las transformaciones de plásmidos en bacterias se realizaron en la cepa 

Escherichia coli DH5-α (Invitrogen). Se utilizaron entre 3 y 5μl de reacción de ligación 

o recombinación para 50μl de bacterias recién descongeladas. Estas fueron 

incubadas en hielo por 30 min y luego sometidas a shock térmico, calentándolas en 

agua a 42°C por 45 s, a continuación se pusieron en hielo por 2 min. Se agregaron 

200μl de medio SOC (caldo súper óptimo con represión de catabolitos) y se 

incubaron por 1 hora a 37°C con agitación a 200 rpm. Finalmente, entre 5 y 50% del 

volumen de bacterias transformadas se plaquearon directamente en placas de agar 

Luria-Bertani (LB) con 100μg/ml de ampicilina (USBiological) para vectores de 
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expresión o 100μg/ml de Kanamicina (USBiological) para vectores Entry. Las placas 

con bacterias se dejaron incubando a 37°C toda la noche.  

Al día siguiente se aislaron las colonias que crecieron en las placas y se sometieron 

a PCR para analizar la presencia del inserto deseado, esto se realizó utilizando 5μl 

de GoTaq Green Master Mix (Promega), 0.4 μl de partidores 10 mM específicos para 

el inserto, 0.5 μl de colonia (la colonia estar diluida en una gota de medio LB con el 

antibiótico correspondiente) y 4.1 μl de agua nanopure. Las colonias que amplificaron 

de manera correcta se dejaron creciendo en medio LB con antibiótico toda la noche a 

37°C con agitación a 200 rpm. Al día siguiente los plásmidos fueron purificados 

mediante el kit de purificación Midi prep (Quiagen) según las especificaciones del 

fabricante.  

4.3. Electroforesis en gel de agarosa  

Las electroforesis fueron realizadas en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1x 

(Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM), teñidos con Bromuro de Etidio 0.1μg/ml. Se utilizó 

el buffer de carga 6x que contiene glicerol 30%, azul de bromofenol 0.5% en buffer 

TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM a pH 8). Se utilizaron 0.5μg de marcador de 

tamaños moleculares 2-Log (BioLabs), en 11μl totales en buffer de carga 1x, como 

estándar de peso molecular el cual abarca tamaños de ADN entre 0.1-10kpb. Las 

muestras fueron sometidas a un campo eléctrico de 90V por 40 minutos, sumergidos 

en buffer TAE 1x en una cámara de electroforesis. Los fragmentos de ADN fueron 

visualizados mediante transiluminador de luz ultravioleta acoplado a un equipo de 

fotodocumentación de geles (Vilber Lourmat) para la captura de imágenes.  

4.4. Amplificación por PCR  

Las PCR se realizaron en una reaccion de 10 μl utilizando 5 μl del mix KOD HotStart 

Mix (Merck) (polimerasa de alta fidelidad), 20 ng de ADN genómico de renacuajo de 

X. tropicalis como templado, 0.6 μl de partidores especificos para los productos de 

PCR deseados (Tabla 4) a una concentracion de 10 mM y agua nanopure hasta 
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completar el volumen. Los partidores fueron diseñados manualmente buscando un 

porcetanje de CG cercano al 60% y una longitud de aproximadamente 20 pb. 

  

Los productos de PCR fueron purificados desde gel de agarosa 0.8% para utilizando 

el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) según indicaciones del 

fabricante. Posteriormente los productos fueron cuantificados por absorciometria y 

almacenados a -80°C. 

 

 

 

Nombre Propósito Secuencia (5’ a 3’) 

Rep. 1073  Forward Amplificar 
secuencia repetida 

TTAAAGGAAAAGTAACACTAACATT 

Rep. 1073 

Reverse 

Amplificar 
secuencia repetida 

AAGGAAAATATCTTTTAGGGCTCTG 

 
Tabla 4. Partidores generados para la amplificación mediante PCR. Fuente: 
Elaboración propia. 
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4.5. Clonamiento de productos de PCR  

Todos los productos PCR fueron clonados en el vector P.B Col1a1-Entry mediante 

corte y ligación. Esto se realizó en una sola reacción de 20 μL utilizando 50 ng del 

vector, 200 ng de producto de PCR, 1 μl de ATP 10mM, 0.2 μl de la enzima SmaI, 1 

μl de ligasa T4 (Promega), 2 μl de buffer universal KGB 10X y agua nanopure hasta 

completar el volumen. La reacción se incubó a 25° por 4 hrs, 5 μl de cada reacción 

fueron transformadas en bacterias competentes para luego realizar las 

correspondientes purificaciónes.  

4.6. Recombinación mediante tecnología GATEWAY™  

Todos los plásmidos “Enhancer-Entry” fueron recombinados mediante una reacción 

GATEWAY™ LR utilizando 2 μl de clonasa LR (Invitrogen), 2 μl de Buffer LR 5X, 75 

ng de plásmido Entry, 75 ng de un vector destino y T.E pH 8.0 hasta completar un 

volumen de 10 μl. La reacción se incubó 2 hrs a 25°C, 5 μl de cada reacción fueron 

transformadas en bacterias competentes, al día siguiente se realizó la 

correspondiente purificación.  

4.7. Análisis mediante enzimas de restricción  

Todos los vectores generados fueron comprobados mediante ensayos de restricción. 

Las digestiones analíticas se realizaron digiriendo 200-300 ng de plásmidos, en una 

solución de buffer para enzimas de restricción 1x, BSA 1x, y 0,2 μl de enzimas en 

10μl de reacción. Las incubaciones de digestión se realizaron siguiendo las 

instrucciones del fabricante por un mínimo de 60 minutos.  

4.8. Cultivo primario de osteoblastos  

Se seleccionaron 30 renacuajos en estadio 59-61 (según la tabla de desarrollo de 

Xenopus de Nieuwkoop & Faber) los cuales fueron eutanasiados por decapitación. El 

cráneo fue disectado en una placa con CMFM 1X (88 mM NaCl; 1 mM KCI; 2,4 mM 

NaHCO3 y 7,5 mM Tris, pH 7,6) y transferido a una placa con HBSS 0,6X (HyClone) 
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en la que se extrajo el hueso fronto-parietal (calvaria). Las muestras fueron 

separadas de a 10 en un tubo Eppendorf de 2 ml con 500 μl de HBSS 0,6X, 

suplementado con 1 % de antibiótico Penicilina/Estreptomicina (P/S - HyClone). 33  

Las muestras de hueso se sometieron a digestiones sucesivas con colagenasa P y 

tripsina, con el propósito de eliminar otros tipos celulares tales como células 

pigmentadas y eritrocitos, hasta obtener una población enriquecida en osteoblastos. 

Luego el medio de disección se cambió por 200 μl de colagenasa P (ROCHE) al 0,1 

% p/v en HBSS 0.6X suplementado con 1 % P/S. Las muestras se incubaron por 40 

min a temperatura ambiente con agitación suave (Mini Labroller). Transcurrido el 

tiempo de incubación, se tomó el sobrenadante y se traspasó a una placa de 35 mm 

con 1ml de medio de cultivo L-15 Leibowitz 0.6X (denominado en adelante como L-

15) (Gibco), suplementado con 10% suero bovino fetal (Gibco); 1% L-Glutamina 

(HyClone); 1% P/S (HyClone); 0.25μg/ml Fungizona (Gibco); 25μg/ml Gentamicina 

(HyClone), denominado en adelante como medio de crecimiento L-15 0.6X (Gibco). 

Esto se denominó población celular 1, esta población sirve como un indicador de que 

todos estos componentes residuales están siendo eliminados. A continuación Se 

agregaron 200 μl de tripsina 0,125 % p/v (Gibco) y colagenasa P 0,1 % p/v en HBSS 

0.6X suplementado con 1% P/S, se incubó por 10 min a temperatura ambiente con 

agitación suave. Se tomó el sobrenadante y se traspasó a una placa de 35 mm con 1 

ml de medio de crecimiento L-15 0.6X. Esto corresponde a la población celular 2, la 

cual tiene una utilidad similar a la población 1. Luego, se agregaron 200 μl de tripsina 

0,25 % p/v, colagenasa P 0,1 % p/v en HBSS 0.6X suplementado con 1 % P/S y se 

incubó por 15 min, a temperatura ambiente con agitación suave. El sobrenadante se 

traspasó a un tubo con 5 ml de medio de crecimiento L-15 0,6X. Este procedimiento 

se repitió dos veces y se juntaron los sobrenadantes en el mismo tubo, se centrifugó 

a 1100 rpm por 5 min y las células fueron resuspendidas en 2 ml de medio de 

crecimiento L-15 0.6X (Gibco). Una vez finalizadas las digestiones, se tomaron 10 μl 

de células en cultivo y 10 μl de Azul tripán para contarlas en una cámara de 

Newbauer. En placas de 35 mm se sembraron 90.000 a 100.000 células por placa en 

medio de crecimiento L-15 0,6X. Las células se dejaron incubando a 28 °C, el medio 
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de cultivo fue cambiado a las 16 hrs y posteriormente día por medio hasta que 

alcanzaron un 80 - 90 % de confluencia. 34  

4.9. Electroporación de osteoblastos mediante sistema Neon™  

Para la electroporación con sistema Neon™ (Invitrogen) se tripsinizaron osteoblastos 

según lo indicado anteriormente. Una vez recolectadas las células fueron contadas 

en cámara Newbauer. Se preparó una solución Buffer R/ADN agregando el volumen 

necesario para alcanzar los 10 μg de ADN por cada 100 μl de mezcla con buffer R 

(buffer de resuspención Neon™, Invitrogen). Se agregó aproximadamente 750.000 

células a un tubo Eppendorf de 1.5 ml para cada condición, luego se Centrifugó a 

1100 rpm por 5 minutos a 28°C, se descartó el sobrenadante y las células fueron 

resuspendidas en 100 μl de solución Buffer R/ADN. Se tomó 100 μl de la solución 

osteoblastos/buffer R/ADN para cada condición y se electroporó con 1230V, 30 ms y 

2 pulsos. Las células electroporadas fueron pasadas a placas p35 con medio L-15 de 

crecimiento previamente preparado.  

4.10. Análisis mediante citometría de flujo.  

Se tripsinizaron osteoblastos previamente electroporados con los vectores 

correspondientes según protocolo indicado anteriormente. Las células fueron 

resuspendidas en 200 μl de MMR 1X y se pasaron a un tubo de citometría sin filtro 

diferente para cada condición. Las intensidades de fluorescencia de 2000 eventos 

fueron medidas con el citometro de flujo Fortessa X20, bajo los siguientes 

parámetros: FSC=150, SSC=150, GFP=300, mCherry=345. Mediante el software 

Flowjo se determinó la población correspondiente a osteoblastos, posteriormente y 

usando células sin transfectar como parámetro negativo se establecieron los 

umbrales de fluorescencia tanto para GFPn como para mCherry. Los datos de 

fluorescencia total de cada célula fueron graficados con el software Prism 5. Con el 

mismo software los datos fueron sometidos a un test estadístico no paramétrico de 

Kruskal-Wallis a posteriori. 
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5. RESULTADOS  

5.1. Estandarización de condiciones de electroporación y cuantificación por 

citometría de flujo para osteoblastos primarios de X. tropicalis.  

Con el fin de lograr un mayor porcentaje de osteoblastos primarios de X. tropicalis 

que expresen un constructo de interés. Se decidió estandarizar el sistema de 

electroporación NeonTM para su uso en estas células. Para esto se probaron 20 

combinaciones distintas de voltaje, amplitud de onda y cantidad de pulsos. Como 

condición de electroporación de referencia se utilizaron 1230 v, 10 ms y 4 pulsos, 

condición de electroporación óptima recomendada por el fabricante para electroporar 

a células de la línea inmortalizada U-2 OS, una línea celular ósea humana. El resto 

de condiciones probadas se extrapoló a partir de la anteriormente mencionada. Se 

electroporó un vector que contiene el promotor CMV controlando a mCherry como 

control interno de transfección. Para cuantificar la eficiencia de transfección de las 

distintas condiciones se fotografiaron mediante un microscopio de epifluorescencia 

10 campos visuales al azar por condición, en ellos se contabilizo las células totales y 

las células que presentaban fluorescencia roja. Se logró generar una eficiencia de 

electroporación que en promedio es cercana a un 25%, esto representa una mejora 

substancial con respecto al reactivo FuGENE HD el cual, con la misma metodología 

de determinación, arrojo una eficiencia menor al 10% (Bertin y col., 2015). La 

condición con mejor eficiencia fue 1230v, 30 ms y 2 pulsos (Tabla 5). 

  

Ya habiendo mejorado la eficiencia de transfección de osteoblastos se procedió a 

optimizar el método de cuantificación de fluorescencia utilizando citometría de flujo. 

Se esperaba que la mayor eficiencia y cantidad de células utilizadas en la 

electroporación (en comparación con el reactivo FuGENE HD) permitiesen un 

análisis coherente mediante citometría. Se electroporaron aproximadamente 750.000 

osteoblastos primarios de X. tropicalis mediante sistema NeonTM con la condición 

seleccionada previamente utilizando el vector CMV/mCherry-CMV/GFPn, estas 

células fueron pasadas posteriormente por citometro de flujo. Los resultados 
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muestran que es posible detectar la fluorescencia de GFPn y mCherry de los 

osteoblastos primarios mediante citometría, esto de manera clara y robusta (Fig. 2). 

Esta metodología además de acoplar la transfección mediante sistema 36  

NeonTM con la citometría de flujo, redujo el tiempo de realización del ensayo 

completo desde cinco o más días a solo tres. 
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Condición 
Prom. Cel. totales por 

campo 

Prom. Eficiencia de 

transfección 

1050 v, 10 ms, 4 pulsos 46 18.6 % 

1050 v, 20 ms, 3 pulsos 52 11% 

1050 v, 30 ms, 2 pulsos 17 16.5% 

1050 v, 40ms, 1 pulsos 69 13.3% 

1150 v, 10 ms, 4 pulsos 81 13.7% 

1150 v, 20 ms, 3 pulsos 113 15.2% 

1150 v, 30 ms, 2 pulsos 93 15.8% 

1150 v, 40ms, 1 pulsos 115 13.3% 

1230 v, 10 ms, 4 pulsos 77 14.6% 

1230 v, 20 ms, 3 pulsos 57 23.3% 

1230 v, 30 ms, 2 pulsos 54 49% 

1230 v, 40ms, 1 pulsos 60 29.3% 

1300 v, 10 ms, 4 pulsos 39 23.1% 

1300 v, 20 ms, 3 pulsos 38 34.6% 

1300 v, 30 ms, 2 pulsos 32 35.7% 

1300 v, 40ms, 1 pulsos 26 28.9% 

1450 v, 10 ms, 4 pulsos 38 12.1% 

1450 v, 20 ms, 3 pulsos 40 39% 

1450 v, 30 ms, 2 pulsos 24 42.9% 

1450 v, 40ms, 1 pulsos 11 31% 

 

Tabla 5. Cuantificación de eficiencias de electroporación con el sistema NeonTM en 

osteoblastos primarios de X. tropicalis. Se probaron 20 condiciones distintas de 

voltaje (v), amplitud de onda (ms) y número de pulsos. La cuantificación se realizó 

mediante microscopía de epifluorescencia, analizando 10 campos visuales elegidos 

al azar por condición. Luego, se calculó el porcentaje de células electroporadas 

respecto a la cantidad de células totales en cada foto. En rojo se muestra la 

condición de referencia utilizada, la cual corresponde a una utilizada para 

electroporar células de fenotipo óseo U-2 OS, en verde se muestra la condición con 

mayor eficiencia de transfección la cual se utilizó en todos los ensayos posteriores. 

Fuente: Elaboración propia. 



 

33 

 

 

 

 

Figura 2. Primer análisis de fluorescencia por citometría de flujo. Se electroporaron 

osteoblastos primarios con el vector de expresión dual CMV-Cherry/CMV-GFPn 

mediante el sistema NeonTM cuyos niveles de fluorescencia fueren analizados 

posteriormente mediante citometría de flujo. En los esquemas cada cuadrante 

corresponde a distintas subpoblaciones celulares, Q1corresponde a células que solo 

presentan fluorescencia verde, Q2 corresponde a células que presentan 

fluorescencia roja y verde, Q3 son células que solo presentan fluorescencia roja y Q4 

son células sin fluorescencia (no electroporadas). Los osteoblastos electroporados 

presentan una subpoblación enriquecida en el cuadrante Q2, lo cual confirma la co-

expresión de los reporteros Cherry y GFPn. 
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5.2. Medición de actividad transcripcional para el Enhancer-1073 sin secuencia 

repetida mediante citometría de flujo.  

Con el fin de validar los resultados obtenidos previamente mediante microscopía 

confocal, en los cuales se demuestra que la secuencia repetida inserta en el 

Enhancer-1073 es necesaria para la actividad transcripcional de este elemento 

regulatorio (Contreras, 2016), se realizaron nuevos ensayos funcionales en cultivo 

primario de osteoblastos de X. tropicalis mediante electroporación y análisis por 

citometría de flujo. En este ensayo funcional se transfectaron, mediante el sistema de 

electroporación Neon™, vectores de expresión que contienen al Enhancer-1073 

completo y sin repetición, ambos previamente disponibles en el LADE (Muñoz, 2015; 

Contreras, 2016). Dos días después de la electroporación los osteoblastos fueron 

sometidos a un análisis mediante citometría de flujo. Con esto se esperaba comparar 

la capacidad que tienen estas dos versiones del enhancer para potenciar la actividad 

transcripcional del promotor basal de Col1a1 y comprobar que la secuencia repetida 

presente en el enhancer 1073 es necesaria para la actividad de este elemento 

regulatorio.  

 

Este análisis arrojó como resultado que del total de eventos medidos para cada 

condición, en promedio un 87.44% corresponde a células con características de 

osteoblastos, de ellas un 8% corresponde a células transfectadas. Estas son las 

células presentes en los cuadrantes Q2 y Q3 (Fig. 3). Los análisis estadísticos de 

intensidad de fluorescencia total demuestran que la fluorescencia generada por la 

actividad del Enhancer-1073 sin repetición es equivalente a la del promotor basal de 

Col1a1. Al comparar las intensidades de fluorescencia verde generadas por estos 

dos constructos con estas dos versiones del Enhancer-1073 se pueden apreciar 

diferencias estadísticas significativas (p>0.05) (Fig. 4). Estos resultados 

complementan a los obtenidos previamente mediante microscopia confocal 

(Contreras, 2016), confirmando así que efectivamente existe una merma en la 

actividad transcripcional del Enhancer-1073 cuando la secuencia repetida es 
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removida. Con estos resultados se comprobaría una parte de la hipótesis, existen 

secuencias repetidas presentes en enhancers osteoblásticos activos necesarias para 

la actividad transcripcional normal de estos elementos regulatorios. 
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Figura 3. Graficas de citometría de flujo para el análisis de la actividad 

transcripcional para el Enhancer-1073 sin secuencia repetida. En los esquemas cada 

cuadrante corresponde a distintas subpoblaciones celulares, Q1corresponde a 

células que solo presentan fluorescencia verde, Q2 corresponde a células que 

presentan fluorescencia roja y verde, Q3 son células que solo presentan 

fluorescencia roja y Q4 son células sin fluorescencia (no electroporadas). Fuente: 

Elaboración propia.  
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Figura 4. Análisis estadístico de la actividad transcripcional para el Enhancer-1073 

sin secuencia repetida. Gráfico de cajas que muestra la distribución de los valores 

correspondientes a las distintas intensidades de fluorescencia total para cada una de 

las condiciones. El asterisco representa las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) obtenidas mediante el test no paramétrico de comparaciones 

múltiples Kruskal-Wallis a posteriori. Los asteriscos negros representan las 

diferencias estadísticamente significativas con respecto CMV (control positivo), el 

asterisco rojo representa la diferencia estadísticamente significativa entre las dos 

versiones del Enhancer-1073. Las condiciones marcadas con la letra (a) no  

presentan diferencia estadísticamente significativa entre ellas, pero si con las 

marcadas con la letra (b), los que a su vez no presentan diferencia estadísticamente 

significativa entre ellas. La caja representa el 50% de los datos centrados en la 

mediana, la línea negra dentro de la caja indica el promedio y las líneas que 

sobresalen de la caja representan los cuartiles Q1 (25% de los datos) y Q3 (75% de 

los datos). Fuente: Elaboración propia. 
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5.3. Amplificación por PCR y clonamiento de la secuencia repetida presente en 

el Enhancer-1073  

Una vez corroborado que la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073 es 

necesaria para la actividad transcripcional de este elemento regulatorio, se propuso 

investigar si también es suficiente para potenciar la actividad basal del promotor de 

Col1a1. Para esto se generó un vector de expresión de arquitectura similar a los 

anteriormente utilizados, pero en el cual la secuencia repetida del Enhancer-1073 se 

clonó corriente arriba del promotor basal de Col1a1.  

Para generar estos vectores de expresión el primer paso fue amplificar la secuencia 

completas de la repetición presente en el Enhancer-1073. Esto se realizó a través de 

una PCR con una enzima de alta fidelidad, con lo cual se consiguió amplificar de 

manera correcta dicha repetición (Fig. 5B). A continuación, el producto de PCR de 

640 pb fue clonado en un vector de recombinación mediante corte y ligación. Este 

vector de recombinación lleva por nombre P.B Col1a1-Entry y tiene la característica 

de poseer un sitio de clonamiento múltiple con el sitio para la endonucleasa SmaI 

seguido por el promotor basal de Col1a1. Toda esta región se encuentra flanqueada 

por secuencias attR de recombinación sitio-específica para el sistema de 

clonamiento GATEWAY™ (Fig. 6A). Al insertar la repetición en el sitio de 

clonamiento múltiple se generó una región reguladora artificial compuesta del 

promotor basal de Col1a1 potenciado por la secuencia repetida del Enhancer-1073 

(Fig. 6B). De acuerdo a distintos patrones de digestión se pudo comprobar que la 

repetición quedó clonada con la misma orientación en la cual se encuentra de 

manera nativa en el Enhancer-1073 (Fig. 5C). El vector generado se denominó como 

Repetición-1073- Entry.  

Finalmente este vector fue recombinado mediante una reacción GATEWAY™ LR 

para obtener el vector de expresión final. Durante la reacción LR el vector 

Repetición-1073- Entry fue recombinados con un vector destino, este vector incluye 

el gen Ccdb (gen suicida bacteriano) flanqueado por dos sitios attL seguido por el 
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marco de lectura correspondiente al gen reportero GFPn (Proteína Fluorescente 

Verde Nuclear) (Fig. 6C). La reacción LR recombina de manera específica los sitios 

attR y attL, generando así que se intercambie el gen suicida por la región promotora 

artificial contenida en el vector Entry. Con esto se logró generar un nuevo vector de 

expresión que tiene al gen reportero GFPn controlado por el promotor basal de 

Col1a1 potenciado por la repetición del Enhancer-1073 (Fig. 5D y 6D). Los vectores 

de expresión además cuentan con un control interno de transfección. Este 

corresponde a la proteína mCherry nuclear cuya expresión es controlada por el 

promotor ubicuo de citomegalovirus (CMV). Este control permite identificar las células 

que fueron correctamente transfectadas. 
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Figura 5. Amplificación por PCR y clonamiento de la repetición presente en el 

Enhancer-1073. (A) Esquema que muestra la región del enhancer correspondiente a 

la repetición amplificada. La línea principal representa la secuencia completa del 

Enhancer-1073, en rojo se muestra el lugar de la secuencia que esta repetido en el 

genoma, las flechas grices indican la región amplificada. (B) Electroforesis en gel de 

agarosa 1% en el cual se ve la amplificación de la secuencias repetida, su tamaño 

corresponde a 640 pb. (C) Electroforesis en gel de agarosa 1% en los cuales se 

muestran los ensayos de digestión realizados para comprobar que el plásmido Entry 

haya sido generado de manera correcta. Los fragmentos esperados en el ensayo son 

(dirección de inserto en su orientación nativa con respecto al enhancer completo): 

EcoRV 3778 pb, HincII 2384 y 1394 pb, XbaI 2342, 593, 540 y 303 pb. (D) 

Electroforesis en geles de agarosa 1% en los cuales se muestran los ensayos de 

digestión realizados al vector de expresión. Los fragmentos esperados en el ensayo 

son: EcoRV 5514 y 3547 pb, para XhoI 7336 y 1725 pb, para NcoI 4913, 2220, 1292 

y 636 pb. S/D: Sin Digerir. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 6. Estrategia de clonamiento para la generación del vector de expresión con la 

secuencia repetida por si sola. (A) La repetición amplificados por PCR fue clonada en el 

vector P.B Col1a1-Entry, este vector contiene un único sitio de corte para SmaI (recuadro 

gris) seguido por el promotor basal del gen Col1a1 (recuadro azul) toda esta región se 

encuentra flanqueada por los sitios de recombinación especifica AttR1 y AttR2 (flechas 

pequeñas rojas). (B) De la reacción anterior se obtuvo el vector denominado “Repetición-

1073- Entry”, este vector contiene la repetición en conjunto con el promotor basal formando 

una región regulatoria artificial flanqueada por los sitios AttR1 y AttR2. (C) El vector destino 

contiene un sitio con el gen suicida CcdB flanqueado por los sitios de recombinación AttL1 y 

AttL2 (flechas pequeñas azules) seguido del reportero GFP nuclear (flecha verde), todo este 

casette se encuentra está rodeado por insuladores (rectángulos negros). Además, como 

control interno, este vector contiene el gen de la proteína fluorescente roja mCherry (flecha 

roja) controlada por el promotor ubicuo CMV (cuadro rojo) (D) Mediante una reacción 

GATEWAY™ LR se recombinó el vector Entry con el vector destino para generar el vector de 

expresión que contienen la región reguladora. Los sitios AttR y AttL permiten mantener la 

direccionalidad de la recombinación. Las resistencias de cada vector esta esquematizada 

como una flecha blanca. Fuente: Elaboración propia. 
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5.4. Medición de actividad transcripcional para secuencia repetida por si sola 

mediante citometría de flujo.  

Con el fin de demostrar que la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073 es 

suficiente para la actividad transcripcional de este elemento regulatorio se realizaron 

nuevos ensayos funcionales en cultivo primario de osteoblastos de X. tropicalis. En 

este ensayo se transfectó el vector de expresión que contienen a la secuencia 

repetida junto al promotor basal de Col1a1 en paralelo al que contiene el Enhancer-

1073completo, esto mediante el sistema de electroporación Neon™. Al igual que en 

el ensayo funcional anterior, dos días después de la transfección los osteoblastos 

fueron sometidos a un análisis mediante citometría de flujo. Con esto se pretende 

comparar la capacidad que tienen estas dos versiones del enhancer para potenciar la 

actividad transcripcional del promotor basal de Col1a1 y demostrar que la secuencia 

repetida por si sola puede ser suficiente para recrear la actividad transcripcional del 

Enhancer-1073 completo.  

Este análisis arrojó como resultado que del total de eventos medidos para cada 

condición, en promedio un 90% corresponde a células con características de 

osteoblastos, de ellas un 10.23% corresponde a células transfectadas (Fig. 7). Los 

análisis estadísticos de intensidad de fluorescencia total demuestran que la 

fluorescencia generada por la actividad transcripcional de repetición por sí sola no 

presenta diferencia significativa con la fluorescencia producida por el Enhancer-1073 

completo (Fig. 8). Estos resultados demuestran que la repetición genómica que se 

encuentra presente en el Enhancer-1073 contiene todos los elementos necesarios 

para reproducir la actividad transcripcional del enhancer completo. Con esto se ha 

demostrado que existen secuencias repetidas presentes en enhancers osteoblásticos 

activos de X. tropicalis que son suficientes para la actividad transcripcional normal 

del enhancer 1073 del gen Col1a1.  
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Figura 7. Graficas de citometría de flujo para el análisis de la actividad 

transcripcional para secuencia repetida por sí sola. En los esquemas cada cuadrante 

corresponde a distintas subpoblaciones celulares, Q1corresponde a células que solo 

presentan fluorescencia verde, Q2 corresponde a células que presentan 

fluorescencia roja y verde, Q3 son células que solo presentan fluorescencia roja y Q4 

son células sin fluorescencia (no electroporadas). Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 8. Análisis estadístico de la actividad transcripcional para la secuencia 

repetida presente en el Enhancer-1073. Gráfico de cajas que muestra la distribución 

de los valores correspondientes a las distintas intensidades de fluorescencia total 

para cada una de las condiciones. El asterisco representa las diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) con respecto al control positivo CMV, estas 

fueron obtenidas mediante el test no paramétrico de comparaciones múltiples 

Kruskal-Wallis a posteriori. Las condiciones marcadas con la letra (a) no  presentan 

diferencia estadísticamente significativa entre ellas, pero si con reaspecto a la 

marcada con la letra (b). La caja representa el 50% de los datos centrados en la 

mediana, la línea negra dentro de la caja indica el promedio y las líneas que 

sobresalen de la caja representan los cuartiles Q1 (25% de los datos) y Q3 (75% de 

los datos). Fuente: Elaboración propia. 
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6. DISCUSIÓN  

6.1. El sistema de electroporación/Citometría representa una mejora 

significativa respecto a la metodología FuGENE/microscopía  

Estudios anteriores del Enhancer-1073 y de sus repeticiones se basaban en 

transfecciones de las células y en su posterior análisis por microscopía confocal, lo 

que presentaba una serie de limitaciones metodológicas que le quitaban robustez a 

los resultados (Contreras, 2016). Acoplar electroporación con citometría de flujo ha 

entregado una solución a estos inconvenientes.  

En primer lugar, el sistema de electroporación Neon™ permitió mejorar la eficiencia 

de transfección con respecto al reactivo FuGENE HD. Este último presenta una 

eficiencia una eficiencia relativamente baja (menos de 10%) en este tipo de células 

(Bertin y col., 2015), además este método acota la cantidad de células que se 

pueden transfectar a un máximo aproximado de 300.000 células (cantidad de 

osteoblastos disponibles en una placa p35), lo cual limita la cantidad de células útiles 

para análisis. La electroporación mediante sistema Neon™ permite obtener un 

promedio cercano o superior a un 10% de eficiencia de transfección, permitiendo 

además aumentar a más del doble la cantidad de células electroporadas por 

condición. Este aumento de la población de células transfectadas permitió acoplar un 

análisis de intensidad de fluorescencia mediante citometría de flujo, algo que 

previamente era imposible debido a la baja cantidad de células disponibles para 

análisis.  

En segundo lugar, desde el punto de vista de la manipulación de la muestra, la 

citometría de flujo permite medir la fluorescencia natural de GFPn, y entrega un valor 

de fluorescencia mucho más fidedigno que en el caso de una célula fijada en PFA y 

montada en un porta objeto de vidrío. Además, la GFPn de células fijadas y 

montadas puede perder su actividad en el tiempo (en el caso que se deba almacenar 

la muestra antes de tener acceso a un microscopio confocal) o sufrir un fenómeno de 
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“bleaching” durante la observación. Por lo tanto, la citometría constituye un resultado 

más confiable y cercano a la realidad biológica.  

En tercer lugar, realizar el análisis mediante citometría de flujo permite examinar una 

población celular mayor y de forma mucho más rápida de lo que se puede pretender 

por microscopia. Los análisis realizados mediante microscopía confocal previos, en 

los cuales se establece a el Enhancer-1073 como enhancer activo (Muñoz, 2015) y 

en los que se demuestra una dependencia funcional con su secuencia repetida 

(Contreras, 2016), fueron realizados analizando alrededor de 20 núcleos por 

condición. En cambio, los análisis realizados por citometría de flujo fueron trabajados 

con una cantidad no menor a 100 células, esto representa un gran avance en 

términos de robustez en los resultados, los cuales ahora son menos sujetos a 

artefactos causados por un efecto de muestreo. Esto está directamente relacionado 

con los métodos de transfección utilizados en cada caso, por una parte tenemos al 

reactivo FuGENE HD el cual, como se mencionó anteriormente, presenta una 

eficiencia menor a la electroporación. Este es el primer trabajo en el cual se 

electroporan osteoblastos primarios con sistema Neon™, previo a este trabajo solo 

se habían electroporado osteoblastos inmortalizados (línea celular NOS-1) mediante 

electrodos directamente en la placa de cultivo (Igawa y col. 2014), por lo tanto estos 

porcentajes de eficiencia y cantidad total de células electroporardas aún pueden 

mejorar. La estandarización de este procedimiento tiene todavía una serie de 

variables por desarrollar, entre ellas encontramos la viabilidad de las células post 

electroporación. Para estos ensayos se electroporaron 750.000 células por 

condición, sin embargo cerca del 50% de ellas sobrevivía al proceso de 

electroporación (datos no mostrados), si logramos mejorar este parámetro veremos 

aumentado de manera notable el total de células mediadas por citometro, haciendo 

aún más robusto el ensayo. Por otra parte, la estandarización de las condiciones de 

electroporación (voltaje, amplitud y cantidad de pulsos) fue desarrollada a partir de 

los parámetros recomendados por el fabricante para una línea inmortalizada derivada 

de hueso humano (U-2 OS), esto es lo más cercano que hay en la literatura con 
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respecto a electroporación de células óseas con Neon™. Es probable que los 

parámetros que estemos utilizando para electroporar osteoblastos primarios de rana 

no sean los óptimos todavía. A pesar de esto, y como se mencionó anteriormente, 

hemos realizado una mejora notable en este aspecto con respecto a la metodología 

previamente utilizada.  

Por último lugar, al realizar estos ensayos con citometría de flujo acoplada a 

electroporación, hemos reducido de manera notable, la cantidad de pasos 

experimentales y por ende el tiempo de realización del ensayo. Al utilizar el reactivo 

FuGENE HD acoplado a microscopía confocal, se tardaba un tiempo de 4 a 5 días 

desde el comienzo de la transfección hasta el paso de adquisición de imágenes. 

Posteriormente a esto era necesario delimitar los núcleos, cuantificar la 

fluorescencia, realizar análisis estadísticos e interpretar los resultados. En cambio, al 

utilizar electroporación con sistema Neon™ acoplado a citometría de flujo tardamos 

solo 3 días desde el comienzo del experimento hasta tener todos los datos 

analizados de manera completa, incluyendo la obtención de los gráficos y las 

pruebas estadísticas correspondientes. En resumen, hemos desarrollado una nueva 

metodología de punta que nos permite analizar la actividad de distintos enhancers de 

manera eficiente, robusta y rápida.  
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6.2. Las repeticiones del enhancer 1073 coinciden precisamente con un 

contexto adecuado de marcas de histona.  

Para detectar enhancers activos, es necesario buscar ciertos patrones de marcas 

epigenéticas que se pueden obtener experimentalmente a partir de ensayos de ChIP-

seq, tales como enriquecimiento o depleción de las marcas H3K4me1, H3K4me3, 

H3K27ac, H3K27me3 anteriormente descritas (Andersson y col., 2014; Creyghton y 

col., 2010; Pekowska y col., 2011). Se ha descubierto que los enhancers activos 

presentan un enriquecimiento de H3K4me1, la cual sigue un patrón local específico. 

En particular, el patrón denominado pico-valle-pico, se encuentra enriquecido en 

enhancers activos y consiste en dos picos asimétricos de la marca H3K4me1 

separados por un valle desprovisto de histonas en el cual se unen preferentemente 

combinaciones de factores de transcripción (Pundhir y col., 2016). Es interesante 

comparar nuestro trabajo con los análisis de Pundhir y colaboradores, dado que 

también encontramos un doble pico asimétrico de H3K4me1 a nivel del Enhancer-

1073 (Fig. 9A). Un punto importante es que este patrón pico-valle-pico se encuentra 

ubicado precisamente dentro de la región que nosotros marcamos como repetición 

genómica (Fig. 9B). La excelente correlación topográfica entre repeticiones y marcas 

de histona apoya fuertemente la idea que la región más repetida, ubicada a nivel del 

valle, es portadora de sitios de unión para factores de transcripción. Esta observación 

nos dio pie para profundizar estudios funcionales de la región repetida embebida en 

el Enhancer-1073 del gen de colágeno 1a1. 
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Figura 9. La secuencia repetida del Enhancer-1073 presenta un contexto 

cromatínico compatible con una función de enhancer activo. (A) Región del enhancer 

amplificada por PCR, se muestran las marcas de ChIP-seq H3K27ac (arriba) y 

H3K4me1 (abajo). (B) Resultados de un alineamiento mediante la herramienta BLAT 

de la secuencia completa del Enhancer-1073 contra el genoma completo de X. 

tropicalis. La línea horizontal esquematiza la secuencia completa del enhancer (1347 

pares de bases), en rojo se muestra el lugar de la secuencia que esta repetido en el 

genoma, cada línea roja representa una repetición en otro lugar del genoma (por un 

tema de claridad de la figura se decidió mostrar un máximo de 100 repeticiones). 

Fuente: Elaboración propia. 
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6.3. La región repetida presente en el Enhancer-1073 es necesaria y suficiente 

para la actividad transcripcional de este elemento regulatorio.  

Nuestros resultados reafirman una disminución en la actividad transcripcional del 

Enhancer-1073 cuando este carece de secuencia repetida y además demuestran 

que la secuencia repetida por si sola posee todos los elementos necesarios para 

comportarse como un enhancer activo de hueso de manera independiente. Un 

enhancer puede potenciar la actividad transcripcional de un promotor basal gracias a 

su capacidad de reclutar factores de transcripción (Eeckhoute y col., 2009). Estudios 

previos donde se analizó la secuencia repetida presente a nivel del valle de la marca 

H3K4me1 del Enhancer-1073, se encontró en la base de datos TRANSFAC (a través 

del software PROMO) distintos sitios de unión a factores de transcripción con alguna 

función conocida en células óseas (Contreras, 2016). Dos de ellos son 

particularmente interesantes, el primero es un sitio de unión para el factor de 

transcripción Msx-1, esta es una proteína fundamental para el correcto desarrollo 

craneal, más específicamente para la expansión apical de los huesos frontal y 

parietal (Han y col., 2007; Roybal y col. 2013). La presencia de un sitio de unión para 

Msx-1 es particularmente llamativo considerando que los osteoblastos utilizados para 

realizar el ChIP-seq que permitió identificar al Enhancer-1073 son osteoblastos de 

hueso fronto-parietal de X. tropicalis (Muñoz, 2015; Hanna, 2014). El otro sitio 

potencialmente importante corresponde a un sitio de unión para VDR, el cual 

corresponde a un gen que es altamente expresado en osteoblastos de X. tropicalis y 

que además se sabe que es importante para el desarrollo general del esqueleto (Lee 

y col., 2015).  

En este trabajo también se propusieron dos modelos para explicar la perdida de 

actividad cuando al Enhancer-1073 se le removía la secuencia repetida (Contreras, 

2016). Según el primer modelo, la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073 

actuaría como un espaciador molecular, el cual estaría separando dos o más sitios 

de unión a factores de transcripción permitiendo que estos activen la transcripción en 

forma óptima. En este caso eliminar la secuencia repetida afectaría en forma 
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negativa la actividad del enhancer, la cercanía de los sitios de unión sería 

incompatible con la función de los factores de transcripción, por ejemplo como 

consecuencia de impedimento estérico (Fig. 10A). Por otro lado, según el segundo 

modelo, la secuencia repetida sería portadora directamente de uno o varios de los 

sitios de unión a factores de transcripción fundamentales para la actividad 

transcripcional del Enhancer-1073. Al remover la repetición se perderían estos sitios 

de unión, impidiendo que estos factores se puedan unir para activar la transcripción 

(Fig. 10B).  

Nuestros resultados apoyan al segundo modelo propuesto. El hecho de que la región 

repetida tenga actividad por sí sola, no es compatible con un simple rol de 

espaciador molecular, y sugiere que dicha región contiene todas las combinaciones 

de sitios de unión a factores de transcripción que confieren actividad transcripcional 

al Enhancer-1073.  

Un punto interesante de este modelo es que una parte de la repetición más corta del 

Enhancer-1073 se encuentra ubicada justo en el valle del motivo pico-valle-pico de la 

marca H3K4me1, un lugar con el contexto cromatínico idóneo para la unión de 

factores de transcripción (Shlyueva y col., 2014). Es precisamente en este valle 

donde identificamos un sitio de unión putativo para el factor de transcripción Msx-1. 

Hemos decidido proponer a este factor de transcripción como el responsable del 

cambio en la actividad normal del Enhancer-1073 dado que su función ha sido 

asociada al correcto desarrollo craneal en organismos vertebrados (Han y col., 2007) 

(Fig. 10C). Por lo tanto, este factor de transcripción podría tener una función no 

descrita en el desarrollo óseo, mediante la activación directa del gen de Col1a1, un 

componente fundamental de la matriz extracelular mineralizada. 
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Figura 10. Modelos propuestos para la función de la secuencia repetida presente en 

el Enhancer-1073. (A) El primer modelo propone a la repetición como un espaciador 

molecular el cual permite la unión de dos factores de trascripción con sus 

correspondientes sitios de unión ubicados de cada lado de dicha repetición. En 

ausencia de repetición estos factores de trascripción no pueden interactuar con los 

sitios de unión debido a un impedimento estérico, evitando que la transcripción 

ocurra de manera correcta. (B) El segundo modelo propone a la repetición como 

portador de un sitio de unión para un factor de transcripción clave en la función del 

Enhancer-1073. Al eliminar la repetición el sitio de unión se pierde, impidiendo el 

correcto reclutamiento de la maquinaria transcripcional e inhibiendo el proceso de 

transcripción. (C) Al tener evidencia que apoya al segundo modelo propuesto, se 

propone al factor de transcripción Msx-1 como el principal responsable de la función 

transcripcional de la secuencia repetida inserta en el Enhancer-1073. Fuente: 

Elaboración propia.  
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6.4. La actividad transcripcional de secuencias repetidas podría estar asociada 

a la diversificación de células esqueléticas en vertebrados.  

En el transcurso de esta tesis se ha hecho un aporte conceptual al campo de la 

evolución de la osteogénesis (Contreras y col. 2017), que proponemos re-analizar 

aquí en un contexto de repeticiones genómicas.  

La transdiferenciación ocurre cuando células diferenciadas cambian su identidad a 

otro tipo diferenciado de células (Merrell y Stanger 2016). La transdiferenciación 

puede ocurrir en condiciones fisiológicas, como ha sido descrito en el desarrollo del 

páncreas de X. laevis y el corazón de D. melanogangster (Mukhi y Brown 2011; 

Schaub y col. 2015). Estos casos naturales de transdiferenciación entregan ejemplos 

de plasticidad en la diferenciación celular, sin embargo, estos eventos no han sido 

asociados a una transición evolutiva importante.  

Un ejemplo de transdiferenciación en condiciones fisiológicas ocurre en el esqueleto 

de ratón. Para contextualizar, es importante mencionar que la esqueletogénesis en 

ratón ocurre por dos rutas de desarrollo distintas de acuerdo a la ubicación 

anatómica de los elementos esqueléticos. Por una parte, los huesos del cráneo y 

parte de la clavícula se forman por osificación intermembranosa, un proceso que 

consiste en la diferenciación directa de mesénquima a osteoblastos. Por otra parte, el 

desarrollo de elementos esqueléticos endocondrales, como por ejemplo huesos de 

las extremidades, costillas y vertebras requieren la diferenciación de condrocitos (las 

células formadoras de cartílago) desde condensaciones mesenquimales para formar 

una molde cartilaginoso, el cual pasa por un proceso de maduración que involucra la 

hipertrofia de condrocitos para luego ser eventualmente reemplazado por hueso 

(Hartmann, 2009). En este punto, es importante hacer una distinción entre el hueso 

pericondral y hueso endocondral. El hueso pericondral, es un tipo compacto de 

hueso depositado por osteoblastos cuya diferenciación desde el pericondrio (una 

capa de mesénquima que circunda el molde de cartilago). En contraste el hueso 
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endocondral, consiste en el depósito inicial de trabécula de matriz ósea sobre los 

remanentes de cartílago dentro de la cavidad medular.  

Cuatro estudios recientes con sofisticados experimentos de rastreo de linaje en M. 

musculus han sellado el asunto, demostrando que un grupo de condrocitos 

transdiferencian en osteoblastos endocondrales durante las entapas tempranas del 

desarrollo esquelético y crecimiento postnatal, así como también reparación de 

fracturas (Park y col. 2015; Tsang y col. 2015; Yang y col. 2014a; Yang y col. 2014b; 

Zhou y col. 2014). Estando restringidos a solo un representante mamífero, estos 

hallazgos proponen preguntarse el origen de la transdiferenciación de condrocitos en 

osteoblastos y sus implicaciones en función de la aparición evolutiva de la osificación 

endocondral.  

De acuerdo a restos fósiles, el hueso endocondral evolucionó de manera 

relativamente reciente, en el linaje que lleva a los osteíctios y luego diverge desde los 

condrictios (Donoghue y Sansom, 2002; Hirasawa y Kuratani, 2015). Según el 

escenario anterior, evidencia del hueso endocondral ha sido reportada en elementos 

esqueléticos cartilaginosos de todos los grupos de osteíctios analizados hasta ahora. 

Las extremidades de los anfibios X. tropicalis y P. waltl (un urodelo) también albergan 

hueso endocondral, aunque en menor medida que los mamíferos (Castanet y col. 

2003; Miura y col. 2008; Quilhac y col. 2014). Igualmente, peces teleósteos como A. 

elegans, C. carpio y D. rerio exhiben una moderada cantidad de hueso endocondral 

(Benjamin y col. 1992; Bruneel y Witten 2015; Huysseune y Verraes 1986; Witten y 

Huysseune 2009). En resumen, diversas especies de organismos sugieren que el 

hueso endocondral representa una característica compartida entre sacopteringios y 

actinopteringios, por lo que debe ser considerado como una sinapomorfia de los 

osteíctios. Es por esto que consideramos pertinente preguntarnos ¿cuales cambios 

celulares y genéticos que llevan aparición de esta novedad evolutiva?  

La evidencia anteriormente mencionada abre la posibilidad de que la 

transdiferenciación de condrocito hipertróficos en osteoblastos juega un rol 
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fundamental en la evolución de la osificación endocondral. Como grupo hemos 

decidido proponer que los condrocitos hipertróficos adquieren la habilidad de 

transdiferenciar a osteoblastos en especies pertenecientes al linaje osteíctio, luego 

de que estos se separaron evolutivamente de los condrictios, contribuyendo de este 

modo al origen del hueso endocondral.  

En la década pasada, una serie de estudios han hecho difícil establecer el límite 

entre las identidades moleculares de condrocitos y osteoblastos. Dentro de los genes 

que han sido inicialmente reconocidos como “específicos de condrocitos”, colágeno 

2a1, colágeno 10a1 y sox9 se han encontrado expresados en osteoblastos 

osteíctios, aunque variando en qué grado de acuerdo a las especies, locación 

anatómica y estadio del desarrollo (Abzhanov y col. 2007; Albertson y col. 2010; 

Aldea y col. 2013; Bertin y col. 2015; Eames y col. 2012; Enault y col. 2015; Hilton y 

col. 2007). Igualmente, se ha descrito que genes supuestamente “específicos de 

osteoblastos” están expresados (ej., Colageno 1a1 y osteocalcina) y son requeridos 

funcionalmente (ej., runx2, sp7) durante la osteogénesis osteictía (Chen y col. 2014; 

Gavaia y col. 2006; Hammond y Schulte-Merker 2009; Kerney y col. 2007; Kirsch y 

col. 1997; Nishimura y col. 2012; Viegas y col. 2013). En adición a la mezcla de 

patrones de expresión descriptos previamente, existen muchos casos de tipos 

celulares esqueléticos híbridos que han sido reportados. Por ejemplo, el 

fibrocartílago que es depositado por fibrocondrocitos, produciendo formaciones 

densamente empaquetadas de Colágeno 1a1 y mineralizando su matriz en capas 

sucesivas (Dyment y col. 2015). El hueso condroide, que consiste en células 

similares a condrocitos embebidas en una matriz mineralizada ósea y co-expresando 

altos niveles de genes osteoblásticos y condrocíticos (Benjamin y col. 1992; 

Huysseune and Sire 1990; Mizoguchi y col. 1997; Paul y col. 2016; Vickaryous and 

Hall 2008).  

Es en este punto donde los resultados obtenidos en este trabajo, donde 

demostramos que una secuencia repetida posee por si sola los elementos 

necesarios para actuar como un enhancer óseo activo, podrían adquirir una 
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relevancia funcional y evolutiva. Ya se ha mencionado la capacidad que tienen las 

secuencias repetidas para propagarse a través del genoma, generando así en 

muchos casos nuevos genes, o nuevos elementos regulatorios (Gerlo y col., 2006; 

Lynch y col., 2011; Jjingo y col., 2014; Volff, 2006).  

El modelo propuesto en la figura 11 presupone que el esqueleto del vertebrado 

ancestral estaba compuesto principalmente por una matriz mineralizada de cartílago 

hialino, como lo sugiere nuestra revisión de la literatura reciente en el tema 

(Contreras y col. 2017). A la fecha, no hay hipótesis clara o explicita respecto a los 

cambios genéticos que podrán haber permitido el origen del osteoblasto y, por ende, 

del tejido óseo. Como marco teórico, y en directa relación con el presente trabajo, 

proponemos que una secuencia repetida conteniendo los elementos necesarios para 

regular un gen de tejido conectivo, como Col1a1 por ejemplo (tal es el caso de la 

secuencia repetida inserta en el Enhancer-1073), se haya propagado en el genoma 

de un vertebrado primitivo y se haya insertado en un contexto cromatínicamente 

favorable en la cercanía de un gen involucrado en la mineralización de la matriz 

cartilaginosa (Fig. 11A y 11B). Proponemos que estos cambios moleculares 

permitieron un fenómeno de exaptación funcional para esta secuencia regulatoria, de 

tal forma que el nuevo enhancer confirió la capacidad de mineralizar la matriz 

extracelular secretada por los fibroblastos (Fig. 11C). Estos últimos años se ha 

puesto énfasis en las impactantes similitudes que existen entre las identidades 

moleculares de las células esqueléticas cómo los osteoblastos, odontoblastos, 

ameloblastos y condrocitos (Contreras y col. 2017; Fisher y Franz-Odendaal, 2012; 

Gomez-Picós y Eames. 2015). Es posible que estas similitudes se den por un cambio 

en los elementos regulatorios como enhancers y promotores que regulan las redes 

de expresión génicas de dichas células. Como grupo postulamos que los cambios 

que afectan los nodos corriente debajo de estas redes regulatorias podrían modificar 

aspectos discretos de la fisiología celular y dar lugar a tipos celulares “híbridos” entre 

osteoblastos y condorcitos, mientras que los cambios regulatorios que afectan a 

genes ubicados en la cima de la cascada genética se podrían encontrar involucrados 
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en el fenómeno de tránsdiferenciación recientemente reportado durante la osificación 

endocondral del ratón (Contreras y col., 2017). El presente trabajo de tesis, al ser el 

primero en demostrar el rol de una secuencia repetida en el control de la expresión 

de genes esqueleticos, abre la posibilidad que la propagación de elementos móviles 

haya cumplido un rol preponderante en los fenómenos evolutivos que acompañaron 

la diversificación de células esqueléticas. 
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Figura 11. Modelo propuestos para el rol que puede cumplir la movilización de 

secuencias repetida en la evolución de tipos celulares esqueléticos. (A) Situación 

hipotética en el vertebrado ancestral, cuyo esqueleto maduro se componía de 

cartílago hialino mineralizado. A la izquierda se muestra un condrocito hipertrófico 

capaz de generar cristales de hidroxiapatita (estrellas negras) en su matriz 

extracelular. A la derecha se muestra un fibroblasto, capaz de producir una matriz de 

tejido conectivo denso irregular muy rica en fibras de colágeno (líneas gruesas). Para 

cada célula se muestra un gen involucrado en la formación de hidroxiapatita y su 

enhancer especifico de condorcito (flecha y rectángulo negras, respectivamente) y un 

gen involucrado en la producción de fibras de colágeno y su enhancer especifico de 

fibroblasto (flecha y rectángulo cafés, respectivamente). “ON” se refiere a un 

enhancer activo y a un gen expresado. “OFF” se refiere a un enhancer inactivo y a un 

gen apagado. (B) Izquierda: vista de los 2 loci en la situación inicial. Centro: el 

enhancer de fibroblasto, contenido en una secuencia repetida, se moviliza (flecha 

roja) y se inserta en la proximidad del gen de condrocito. Derecha: el gen de 

condorcito queda bajo el control del enhancer de fibroblasto, y por lo tanto adquirió el 

potencial para expresarse en ambos tipos celulares. (C) La movilización de la 

secuencia repetida que contiene el enhancer de fibroblasto permite a este tipo celular 

“hackear” el programa genético involucrado en la formación de cristales de 

hidroxiapatita y mineralizar su matriz extracelular colagenosa, dando origen al tejido 

óseo producido por osteoblastos, un tipo celular exclusivo de los vertebrados. 

Fuente: Elaboración propia. 
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7. CONCLUSIONES  

1. La combinación de electroporación con citometría de flujo permitió realizar grandes 

mejoras metodológicas para ensayos de actividad transcripcional en osteoblastos 

primarios de X. tropicalis, generando un ensayo más rápido y eficiente.  

2. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los resultados previos y 

se revalida la necesidad de la secuencia repetida presente en el Enhancer-1073 para 

la actividad transcripcional de este elemento regulatorio.  

3. La secuencia repetida presente en el Enhancer-1073 es suficiente por si sola para 

potenciar la actividad del promotor basal de Col1a1.  
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8. PROYECCIONES  

8.1. Validación del modelo propuesto  

Para un análisis más detallado sería interesante eliminar cada una de las dos 

repeticiones contenidas en el Enhancer-1073 por separado. Favorecemos la 

posibilidad que la secuencia repetida ubicada entre los picos de H3K4me1 es la que 

realmente contiene sitios de unión a factores de transcripción fundamentales, esto 

debido a su ubicación en una región de cromatina más relajada y donde 

generalmente se unen dichos factores (Shlyueva y col., 2014).  

De confirmarse esto, sería muy informativo realizar una mutación dirigida al sitio de 

unión al factor de transcripción Msx-1 para definir si este es realmente el factor de 

transcripción asociado a la actividad transcripcional de la repetición del Enhancer-

1073. De resultar positivo, se encontraría una nueva función de este actor de 

trascripción en anfibios posiblemente asociada a la regulación del gen Col1a1.  

Cómo perspectiva más ambiciosa, se podría explorar si otras copias de la repetición 

incluida en el Enhancer-1073 actúan como enhancers también, en cuyo caso será 

fundamental conocer cuales es son los genes blancos y cual rol cumplen en la 

osteogénesis.  

8.2. Análisis in vivo  

Será importante comprobar que todos los resultados obtenidos en un sistema de 

cultivo in vitro son reproducibles in vivo. Para esto se generarían larvas de X. 

tropicalis transgénicas mediante la técnica de la transposasa Tol2. En el caso de las 

secuencias repetidas estos ensayos podrían generar una perspectiva más amplia y 

más fisiológica de su función. En los ensayos con células en cultivo solo se puede 

cuantificar la actividad del enhancer en presencia, ausencia e independencia de 

secuencias repetidas. En cambio, en larvas transgénicas es posible analizar 

múltiples tejidos simultáneamente, y por lo tanto se podrá evaluar si estas 
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secuencias están relacionadas con la especificidad del enhancer y/o con el patrón de 

expresión espacio-temporal que este genera en organismos completos. 
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