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Resumen

El complejo sarcoglicano sarcospan (SG-SSPN) forma parte del complejo de
glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC), el cual esta conformado por proteinas
membranales como de citoesqueleto. El DGC protege al sarcolema de danos durante el
proceso de contraccion y al parecer participa en otras funciones tales como adhesion
celular y transduccion de senales. El complejo SG-SSPN esta compuesto por la familia de
proteinas o—, B—, y—, 0—, &= y C- sarcoglicanos (SGs), asi como de una tetraspanina

llamada sarcospan. Mutaciones en o—, B—, y— o 8—SG causan distrofia muscular de cintura

autosémica recesiva. Pacientes y modelos animales con mutaciones en B—, y—o 0-SGs,
generalmente desarrollan cardiomiopatia dilatada de manera adicional a la distrofia
muscular. En el ratén cardiomiopatico carente de 8-SG se ha observado que la deficiencia
de este sarcoglicano provoca la pérdida secundaria del resto del complejo no solo en
musculo esquelético y cardiaco, si no también en musculo liso vascular. El analisis de
perfusion de la vasculatura coronaria de estos ratones, evidencian areas de constricciones.
De la misma manera el ratéon nulo de y-SG desarrolla cardiomiopatia acompafiada de
vasoconstricciones aunque la pérdida secundaria del resto del complejo SG se da
unicamente en el sarcolema de los cardiocitos. Estas observaciones conducen hacia dos
origenes del dafio a nivel de musculo liso vascular derivados de un proceso tanto intrinseco
como extrinseco, que conducen a la cardiomiopatia en la ausencia de 6 o y-SG. De tal
manera que aunque parezca contradictorio, ambas hipétesis coinciden en la formacién de
vasoconstricciones. Lo consecuente a esta alteraciéon en el tejido vascular no ha sido
explorado. Sobre estos antecedentes nosotros generamos un modelo de tipo knock-down

de 8-SG en cultivo celular de musculo liso vascular humano, utilizando pequefios RNAs de

interferencia (siRNAs), dirigidos especificamente al RNA mensajero (mRNA) del 8-SG. El
nivel de reduccion de la proteina fue corroborado mediante analisis de
inmunofluorescencia y RT-PCR semicuantitativa. Un siRNA cuya secuencia blanco se
encuentra en una region del exon tres del mRNA de 8-SG generd una reduccién en los
niveles de proteina en un setenta y ocho porciento con respecto al control. El analisis de
expresion del mRNA mostrd una reducciéon del cuarenta y cinco porciento. En conclusion ,
con la implementacion de la tecnologia de los siRNAs logramos inhibir de forma estable y
especifica, la expresion de la proteina d-SG en células de musculo liso vascular de origen

humano.



Abstract

The sarcoglycan-sarcospan (SG-SSPN) complex is part of the dystrophin-
glycoprotein complex (DGC) which includes membrane and cytoskeletal proteins. The
DGC protects the sarcolemma from injuries during muscular contraction and may be
involved in other functions such as cell adhesion and signal transduction. The SG-SSPN

complex is composed of a set of proteins named o—, B—, y—, 60—, &- and (- sarcoglycans

(SGs), as well as a tetraspanin called sarcospan. Mutations in a—, B—, y—, or 8-SG cause
autosomal recessive limb-girdle muscular dystrophies (LGMD?2). Patients and animal
models with mutations in B-, y-, or 8-SG, usually develop dilated catrdiomyopathy in
addition to muscular dystrophy. Concerning the cardiomyopathic 6-SG null mice it has
been observed that the deficiency of this SG causes a secondary loss of the rest of the
complex not only in skeletal and cardiac muscle, but also in vascular smooth muscle.
Perfusion experiments of the vasculature coronary of these mutant mice, demostrates
areas of pronounced constrictions. The y-SG null mice also show cardiomyopathy
accompanied with vasoconstrictions, however, the SG complex is ausent only in the
sarcolemma of cardiocytes. Both observations points towards an intrinsic and extrinsic
process that lead to vasoconstriction and in consequence to cardiomyopathy in absence of
d- or ¥-SG. So, although contradictorial, the intrinsic and the extrinsic hypothesis coincide
in the production of vasoconstrictions. The consequences of this alteration in vascular
tissue have not been explored. On that basis we generated a knock-down model of 8-SG in
human vascular smooth muscle cell cultures, using specific short interfering RNAs
(siRNA), directed toward 6-SG messenger RNA (mRNA). The level of protein reduction
was corroborated by immunofluorescence and semiquantitative RT-PCR assays. A siRNA
whose target is within in the exon three of the mRNA of 6-SG showed a reduction of the
seventy eight percent in the protein level compared to the wild type control. The analysis of
the mRNA expression demonstrated a reduction of the forty five percent with the same
siRNA. In conclusion, with the implement of siRNA technology we inhibited stable and

specific way the expression of 6-SG protein in human vascular smooth muscle cells.



Introduccion

Complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina

El complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC por sus siglas en inglés:
Dystrophin glycoprotein complex), es un complejo de proteinas asociadas a la membrana
citoplasmica (figura 1), cuya principal funcién es la de proveer soporte y proteccion a la
membrana de las fibras musculares durante los procesos de contraccion-relajacion
(Hoffman et. al.,, 1987; Yoshida y Ozawa 1990; Ervasti y Campbell 1991; Petrof et. al,,
1993; Helbling-Leclerc et. al., 1995; Campbell 1995; Vainzof et. al.,, 1996). Asi mismo,
existen evidencias de que el DGC ademas de conferir un soporte mecanico al sarcolema,
puede estar participando en procesos de transduccion de sefiales, ya que presentan una alta
homologia con el complejo de las integrinas, ademas de su asociaciéon con la nNOS
(Yoshida et. al., 1998; Burkin et. al., 2001; Crosbie et. al., 2002; Griffin et. al., 2005; Barton
20006). El DGC esta constituido principalmente por tres subcomplejos: complejo
distroglicano, complejo distrofina- distrobrevinas/sintrofinas y complejo sarcoglicano-
sarcospan, cuya interacciéon es determinante para el mantenimiento y funcionamiento

normal del sarcolema.

La distrofina fue la primer proteina descrita perteneciente al DGC, y cuya presencia
es indispensable para mantener el puente estructural entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular conformado por las proteinas que componen el DGC (Nowak y Davies, 2004).
Esta protefna se une en su regiéon amino terminal a los filamentos de F-actina y en su
porcion carboxilo terminal con la a-distrobrevina (Blake et. al., 2002). Las sintrofinas alfal,
gamal y gama2, son otro grupo de protefnas pertenecientes al DGC cuya expresion
principal se observa en musculo esquelético (Piluso, et. al, 2000). Estas proteinas

interaccionan con la distrofina y distrobrevinas estableciendo ademas una conexion directa



con la sintasa de oxido nitrico neuronal (nNOS) (Lapidos et. al., 2004). De forma paralela
se ha demostrado que las sintrofinas unen a otro tipo de proteinas involucradas en
procesos de sefializacion tales como la calmodulina y Grb2 (Newbell et. al., 1997; Oak et.
al.,, 2001), quedando de manifiesto su posible participacion durante procesos de
sefializacion.

El complejo distroglicano conformado por las subunidades oy B forman el nicleo
primordial del DGC (Lapidos et. al., 2004). Los distroglicanos son producidos por un
mismo gen cuyo producto es modificado post-traduccionalmente, generando ambas
subunidades, de las cuales B-distroglicano es la subunidad transmembranal que se une
directamente al dominio carboxilo terminal de la distrofina en el citoplasma (Jung et. al.,

1995), e interactia con a-distroglicano en el dominio extracelular. Finalmente, es a través

de la interaccién de a-distroglicano con la proteina laminina a-2 (Montanaro et. al., 1999)

que se integra un puente entre el sarcolema y el ambiente extracelular.

Laminina 2

e — Sarcospan
Distroglicanos T o> Caveolina

Sarcolema

sintrofinas

Distrofina
— Distrobrevina

Sarcoglicanos

W 0
N

s Citoesqueleto de actina Nowak y Davies, EMBO Reports. 2004

Figura 1. Estructura y organizaciéon del complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina.
En la imagen se muestran los componentes que conforman el DGC, entre los que se

pueden identificar los distroglicanos oy 3, la distrobrevina, las sintrofinas oy 3, y el

complejo sarcoglicano-sarcospan conformado por los sarcoglicanos o, 3,7, 0, €,y §; v
sarcospan.



Complejo sarcoglicano-sarcospan

El complejo sarcoglicano-sarcospan (SGC-SSPN por sus siglas en inglés) esta
constituido por las proteinas transmembranales o—, B—, y—, 6—, &~ y C-sarcoglicanos (SGs)
ademas de la tetraspanina denominada sarcospan (SPN) (Ozawa et. al., 2005; Wheeler y
McNally, 2003). Este complejo proteinico se encuentra en la membrana celular de musculo
esquelético, cardiaco, y liso, asi como en tejidos no musculares tales como cerebro,
endotelio vascular, retina y riion (Haenggi y Fritschy, 2006; Durbeej y Campbell, 1999;
Straub et. al., 1999). El complejo SGC-SPN cumple con una funcién tanto estructural y de
soporte mecanico al sarcolema, como de manera indirecta en vias de sefializacion a través
de su interaccién con otras proteinas (Barton, 2006; Hashimoto y Yamaguchi, 20006;

Thompson et. al., 2000).

Si bien por sus caracteristicas estructurales pertenecen a una misma familia, los
sarcoglicanos se encuentran codificados por diferentes genes originados a través de
multiples eventos de duplicacion (Lapidos et. al., 2004; Nigro et. al., 1996). Los genes que
codifican para los sarcoglicanos se encuentran, respectivamente en los loci: 17q21
pata 0—SG; 4q12 para B—SG; 13q12 para y—SG; 5933 para 6—SG; 7q21 para e-SG y 8p22
para C—=SG (Ozawa et. al., 2005). Estas proteinas tienen un peso molecular de 50, 43, 35,

35, 50 y 40 KDa correspondiente a a, B, ¥, 0, € y -SGs, tespectivamente (Lapidos et. al.,

2004; Wheeler y McNally, 2003).



Los sarcoglicanos poseen una estructura similar consistente en un dominio
intracelular, un dominio transmembranal, y un dominio extracelular, mismo que contiene
multiples sitios de glicosilacién, asi como numerosos residuos de cisteinas que son

conservados en diferentes especies (McNally et. al., 1996). La region intracelular de o, B y

v-SGs presenta residuos de tirosina potencialmente fosforilables, mediante los cuales
pueden estar participando activamente en vias de sefializacion (Hashimoto y Yamaguchi,
20006; Griffin et. al., 2005; Yoshida et. al., 1998). En base a la estructura proteinica, los
sarcoglicanos pueden dividirse en proteinas tipo I y IL. (figura 2) Los sarcoglicanos o y €
corresponden a proteinas tipo I, ya que su dominio carboxilo se encuentra hacia la cara

intracelular, mientras que su dominio amino se localiza del lado extracelular. Por otra
parte, los sarcoglicanos B, 7,0 y &, pertenecen al grupo de proteinas tipo 1I, las cuales

presentan de manera extracelular su dominio carboxilo mientras que su dominio amino esta

localizado intracelularmente.

Entre los diferentes sarcoglicanos se comparte cierto grado de identidad a nivel
genémico la cual es de 63% entre oy € SGs, 69% entre ¥y & SGs, 74.8% entre £y 6 SGs y
74.2% entre € y v SGs ; mientras que la similitud de aminoacidos es de 43% entre o y €
SGs; 55% entre 7y 8 SGs, 57% entre C y 6 SGs y 55.7% entre (y y SGs (Ettinger et. al.,

1997; Hack et. al., 2000).
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Huack et. AL, Microsc Res Tech. 2000

Figura 2. Homologia entre las proteinas sarcoglicanos. En la figura se muestra una
representacion esquematica de los sarcoglicanos indicando el porcentaje de homologia a

nivel de secuencia genémica.

En cuanto a la proteina sarcospan, la cual se encuentra localizada en la membrana
citoplasmatica e interactuando fuertemente con el complejo SG, se le ha descrito como una
proteina que posee cuatro  dominios transmembranles conservados dentro de la
superfamilia tetraspanininas. Su funcién aun no ha sido bien definida (Crosbie et. al., 1997),
sin embargo debido a su homologia con otras tetraspaninas que se encuentran
estrechamente relacionadas con algunas integrinas, se ha propuesto un posible papel como

proteina de sefializacién y transduccion (Maecker et. al., 1997).



Ensamblaje del complejo sarcoglicano sarcospan

Los diferentes sarcoglicanos que conforman el SGC son sintetizados en el reticulo
endoplasmico, pasando posteriormente al aparato de Golgi, en donde las proteinas son
glicosiladas antes de llegar finalmente a la membrana plasmatica como un complejo

completamente estructurado (Holt y Campbell, 1998; Hack et. al., 2000; Shi et. al., 2004).

La formacién del SGC comienza en primera instancia con la presencia de dimeros entre
B—SG y 6—SG. Durante esta etapa, el B—SG juega un papel primordial funcionando como
un factor de iniciacion, para lo cual es necesario la glicosilaciéon en su extremo amino, tras
lo cual se asocia en con 8—SG formando un complejo denominado nucleador que es

esencial para la integraciéon del resto de los componentes del complejo, asi como para

promover su localizacion en la membrana celular (Araishi et. al., 1999; Hack et. al., 2000;
Shi et. al., 2004). Una vez formado, este primer complejo nucleador 6—SG sufre cambios
conformacionales que funcionan como sefial para su localizacion membranal asi como
pata la unién con y=SG (Shi et. al., 2004), formandose asi complejos triméricos de B—, 6—,
y ¥-SGs, y por ultimo el complejo conformado por B—, 80—, y—y a-SGs (figura 3) (Noguchi

et. al., 2000).

Dominio extracelular

B—»BS—>BSY—>B8YOL/8

;0O

) Y o/e

Shi et al, Musel Ner. 2005 Dominio intracelular

Figura 3. Ensamblaje del complejo sarcoglicano. Una vez formado el complejo nucleador
conformado por B—y 8—SG se unen y—y o/e-SG.



Complejos alternativos sarcoglicano-sarcospan

Ademas del SGC de miusculo esquelético anteriormente descrito, se han
caracterizado otros complejos tejido-especificos. En particular los sarcoglicanos oy y se
expresan unicamente en musculo esquelético y cardiaco (Noguchi et. al., 1995), mientras
que B—, 8—y €-SGs, tienen una expresion mas amplia en diversos tejidos entre los que se
incluye, musculo esquelético, musculo cardiaco, y musculo liso (Straub et. al., 1999). Por
otra parte, se ha observado que o— y €é=SGs son mutuamente excluyentes y existen dos
formas alternativas de SGC en musculo esquelético y cardiaco; uno conformado por
o—, B—, y=,y 8SG y otro constituido por &, B— y—y 8-SG. En el caso de los
cardiomiocitos el complejo formado por €—, B—, y—y 8—SG se encuentra preferentemente
expresado sobre el complejo o—, B—, y—, y 0-SG (Wheeler et. al, 2004). De manera
reciente se determiné a través de estudios zz 77#r0, en células de ovario de hamster chino, la
capacidad de §-SG para substituir a y-SG en la formacién del SGC; esto da lugar a la
apariciéon de otros dos complejos alternativos resultando en un total de cuatro complejos
que estarfan conformados de la siguiente manera: complejo 1 o—, B—, y—y 0-SG,
Complejo 2 a—, B—, -y 8-SG, complejo 3 &—, B—, y—y 0-SG y complejo 4 -, B—, C—y
O0—SG (Shiga et. al., 2000). Si bien y- y &- SGs se expresan en los mismos tejidos, {-SG

muestra una expresion particularmente abundante en cerebro, por lo que se piensa que

pueda tener una funcién especifica en sistema nervioso central (Shiga et. al., 2000).



Sarcoglicanopatias

La presencia de mutaciones en los genes que codifican para o—, B—, y— y -SGs es
causa de las distrofias musculares de cintura autosémicas recesivas de tipo LGMD2D,
LGMD2E, LGMD2C Y LGMD2F (por sus siglas en inglés: limb girdle muscular
dystrophy; LGMD) respectivamente, conocidas en conjunto como sarcoglicanopatias
(Passos-Bueno et. al., 1999; Lim et. al., 1995; Lasa et. al., 1998; Duggan et. al., 1997). De
manera interesante las mutaciones que se han encontrado para el gen de &-SG no esta
relacionado con un fenotipo distréfico sino con desérdenes de tipo neuroldgico como la

distonia mioclénica y la epilepsia (Zimprich et. al., 2001). La deficiencia de {~SG no ha

sido aun asociada con ninguna patologia, sin embargo, su estrecha homologfa con y— SG

sugiere que esta proteina podria producir una distrofia muscular de cintura (Wheeler et. al.,

2002).

Una caracteristica de las sarcoglicanopatias es que la ausencia de tan solo uno de los
sarcoglicanos provoca la desestabilizaciéon del resto de los componentes del complejo,
dando como resultado la ausencia o una reduccién significativa de todos los demas
sarcoglicanos (Coral-Vazquez et. al.,, 1999, Barresi et. al., 2000; Wheeler et. al., 2004). A
través de estudios 7z witro con células heterdlogas, se ha observado que la ubicacion
membranal del complejo SG es dependiente de la coexpresion de o—, B—, y— y 6-SG
(Chan et. al., 1998; Holt y Campbell, 1998), lo que en conjunto ha llevado a proponer que
la perdida de todo el complejo en las sarcoglicanopatias se debe esencialmente al
ensamblaje y transporte defectuosos hacia la membrana (Chan et. al., 1998; Holt et. al.,

1998; Chen et. al., 2000). La generacion de modelos murinos carentes de los

sarcoglicanos o (Duclos et. al., 1998), B (Dutbeej et. al., 2000), v (McNally et. al., 1996),



y O (Coral-Vazquez et. al., 1999), han ayudado al estudio de las sarcoglicanopatias. El
modelo murino carente del 0—SG desarrolla distrofia muscular progresiva acompanada de
una disminucién de B—, y—y 6—SG. El hecho de que no se observe una deficiencia total en
el resto de los sarcoglicanos se explica con base en la presencia de complejos alternativos
formados por e-SG que pueden compensar de alguna manera la perdida de a—SG (Liu y
Engvall, 1999). Por otro lado, el ratén deficiente de y—SG desarrolla distrofia muscular y
cardiomiopatfa dilatada, con la disminucién caracteristica en la expresion del resto de los
sarcoglicanos (Hack et. al., 1999). Mientras tanto, los modelos deficientes en B-SG y
0-SG, respectivamente, desarrollan una distrofia muscular severa y progresiva con
grandes regiones de necrosis aunado al desarrollo de cardiomiopatia dilatada. En estos
modelos la deficiencia primaria del sarcoglicano correspondiente, provoca la pérdida total
del resto de los componentes del SGC tanto en musculo estriado como en musculo liso a
diferencia de los modelos deficientes de - y y— SG (Coral-Vazquez et. al., 1999; Hack et.
al., 1999; Barresi et. al., 2000). Esto apoya la hipotesis de que es indispensable la formacion
del complejo nucleador formado por By 6-SGs durante el ensamblaje del complejo SG

(Shi et. al., 2004).

Cardiomiopatias asociadas a la deficiencia de sarcoglicanos

La funcién cardiaca adecuada esta sustentada por la generacion de fuerza contractil
en el sarcomero y su transmisiéon hacia la matriz celular. La inadecuada ejecucion en
cualquiera de los componentes involucrados durante esta funcién, provoca una
remodelaciéon cardiaca que da como resultado la cardiomiopatia, misma que se puede

clasificar en tres tipos: cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia dilatada, y



cardiomiopatia restrictiva (Priva y Mattos, 2006; Towbin y Bowles, 2006; Aguirre et. al.,
2006). La cardiomiopatia dilatada es la principal causa de disfunciéon cardiaca y esta
caracterizada por dilatacién del ventriculo izquierdo, un incremento en el volumen del
ventriculo derecho ademas de disfuncion sistélica (Towbin, 1998). Cualquiera de estas tres
formas de cardiomiopatia pueden tener un origen heredado o adquirido, no obstante en

cualquiera de los casos resulta dificil la elucidacion de la causa primaria (Towbin, 1998).

Estudios genéticos y bioquimicos han permitido conocer, la etiologia de algunos de
estos desordenes cardiacos, y de manera significativa se han encontrado alteraciones en las
proteinas que conforman el citoesqueleto, tanto en la cardiomiopatia hipertroéfica como en

la cardiomiopatia dilatada. En el caso de la cardiomiopatia hipertréfica se han localizado

mutaciones en los genes de la cadena pesada de miosina cardiaca—f3, troponina T cardiaca,

troponina 1, a— tropomiosina, actina y titina (Seidman y Seidman, 2001; Morita et. al., 2002;
Richard et. al., 2003). Aproximadamente en el 30% de los casos de cardiomiopatia dilatada
se logra identificar una causa genética (Michels et. al., 1992; Keeling et. al., 1995). Hay una
gran diversidad en los genes involucrados en la cardiomiopatia dilatada, pero se ha
propuesto una via comun para todos ellos en la que las mutaciones afectan elementos de la
citoarquitectura celular, primordialmente alrededor del citoesqueleto y el sarcolema,
incluyendo elementos que interactian directamente con el citoesqueleto, entre los que se
incluyen los componentes del DGC (Tsubata et. al., 2000). Es asi que la cardiomiopatia
dilatada se ha relacionado especificamente con mutaciones en los genes de miosina,

troponina, teletonina, o—actina y componentes del DGC, entre los que se encuentra

distrofina y B—, y—y 6—SG. (Badotff et. al., 1999; Coral-Vizquez et. al., 1999; Tsubata et.

al., 2000; Wheeler et. al., 2004).



Un modelo natural que ha sido extensamente estudiado por desarrollar
cardiomiopatia dilatada de manera espontanea, es el hamster cardiomiopatico TO-2, el cual
presenta una delecién del exén 1y 2 del gen 8-SG (Sakamoto et. al., 1997). En humanos
las alteraciones en este gen son comunmente causa de distrofia muscular de cintura, sin
embargo se ha reportado la identificacién una familia con la mutaciéon c.451.T>G que
provoca un cambio de aminoacido serina por alanina, asi como un par de casos
esporadicos con eliminaciones en el exén 9 que ocasionan la pérdida de la lisina 238 de
0—SG, en los cuales solo se presenta el desatrollo de cardiomiopatia dilatada en ausencia de

distrofia muscular (T'subata et. al., 2000).

El estudio del modelo murino deficiente en 6-SG (Coral-Vazquez et. al.,, 1999)
antes mencionado, mostré que estos animales desarrollan cardiomiopatia dilatada con
areas focales de necrosis, a los tres meses de edad. Ademais se encontraron anormalidades
en la morfofisiologia de la arteria coronaria, particularmente constricciones y reduccion del
didmetro del lumen vasculat, lo que indica que la deficiencia de 8-SG provoca una
alteracion a nivel de musculo liso vascular. De manera similar, se encontraron este tipo de
lesiones en la vasculatura coronaria en los modelos murinos deficientes de y—, y f— SGs,
respectivamente (McNally et. al., 1996; Durbeej et. al., 2003), con lo que resulta mas
evidente la hipétesis de que el dafio a nivel vascular contribuye de manera significativa al
desarrollo de la cardiomiopatia dilatada. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de los

modelos animales carentes de los sarcoglicanos y su asociaciéon con la cardiomiopatia.



Tabla 1. Caracteristicas de los modelos murinos deficientes de los sarcoglicanos y su

relacién con la cardiomiopatia dilatada.

Deficiencia Distrofia Pérdida Pérdida  Obstruccion Cardiomiopatia
progresiva  CSG-SPN CSG-SPN vascular dilatada
Cardiocitos Musculo
liso
o-sarcoglicano SI SI NO NO NO
B-sarcoglicano SI SI SI SI SI
y-sarcoglicano SI Disminucion NO SI SI

§-sarcoglicano SI SI SI SI SI




Justificacion

La deficiencia de la proteina 6-SG es causa de distrofia muscular de cinturas y
cardiomiopatia dilatada. El desarrollo de la cardiomiopatia dilatada se encuentra
estrechamente ligado a la presencia de dafio vascular primordialmente constricciones en la
vasculatura coronaria de los modelos murinos carentes de esta proteina. Por lo cual resulta
importante generar modelos de estudio que nos permitan analizar la participacion de esta

proteina en el dafio a nivel vascular.

Hasta la fecha existen dos modelos knock-out para 6-SG que han sido de gran
utilidad, sin embargo, existe el inconveniente de que son modelos animales cuyo
mantenimiento requiere de una inversion considerable, tanto en infraestructura como en su
mantenimiento, sin olvidar que se trata de modelos murinos de los cuales no se pueden
extrapolar los resultados al humano sin grandes reservas. Es por ello que desarrollamos un
modelo de estudio de origen humano a través de RNAs de interferencia. Estos modelos
estan siendo ampliamente utilizados en todo el mundo como una opcién mas practica y
economica para el estudio de genes y sus proteinas, asi como su participacioén en procesos

biolégicos.



Hipoétesis

La utilizacién de siRNAs dirigidos contra el mRNA de la proteina 8-SG en células de
musculo liso vascular de origen humano, inhibe de manera especifica la expresion de la

proteina 8-SG.

Objetivos

Objetivo General

£d Generar un modelo knock-down de delta sarcoglicano en células de musculo liso

vascular de origen humano.

Obijetivos Particulares

w3 Obtener y caracterizar un cultivo celular de musculo liso vascular humano a partir

de la vena del cordén umbilical.

Sintetizar y clonar casetes de expresion de diferentes RNAs de interferencia

dirigidos hacia el transcrito de delta sarcoglicano.

Inhibir de manera especifica la expresiéon de delta sarcoglicano por siRNAs, en

células de musculo liso vascular de origen humano.



Metodologia

Consideraciones éticas

El manejo de muestras bioldgicas de origen humano durante el desarrollo de este
proyecto fue aprobado por el comité local de ética del Hospital de Pediatria del Centro

Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Obtencion de la vena de cordén umbilical

Se colectaron cordones umbilicales provenientes de partos de mujeres con
embarazo normal del servicio de ginecobstetricia de la Clinica 4 del IMSS (Hospital Luis
Castelazo Ayala). Los cordones se mantuvieron en botellas estériles con solucion salina
fisiolégica (NaCl 0.09%) a la cual se adicioné 1% de una mezcla de antibiéticos (penicilina
1000U/ml, estreptomicina 1000mg/ml y anfotericina B 25mg/ml; Gibco, Invitrogen) a una

temperatura de 4°C hasta su procesamiento.

Bajo condiciones estériles se localizé la vena y se lavé con solucién salina
balanceada Hanks (Gibco, Invitrogen) para eliminar los restos de sangre contenidos dentro
del vaso, posteriormente se eliminé el endotelio vascular mediante una digestion
enzimatica, introduciendo dentro de la vena una solucién de Tripsina-EDTA diluida en
Hanks a una concentraciéon final de 0.12%. Se incubé el cordén con esta solucion durante
15 min a una temperatura de 37°C, posteriormente se eliminé la solucién y se lavé el vaso
con solucién de Hanks para eliminar cualquier remanente de endotelio vascular y/o
tripsina. Finalmente se realizé la disecciéon de la vena con el fin de separarla del tejido

conectivo y las arterias que conforman al cordén umbilical.



Cultivo celular primario de musculo liso

Una vez aislada la vena del resto de tejido del cordéon umbilical se realizé un corte
longitudinal con la finalidad de dejar expuesta la luz del vaso. A continuacion se realizaron
cortes rectangulares de aproximadamente 3mm X 5mm. Estos explantes fueron colocados
en placas de cultivo de 6 pozos de 95cm” (dos explantes por cada pozo) haciendo contacto
con la luz del vaso hacia la superficie del pozo. De manera cuidadosa para no romper la
adherencia del explante con la superficie de la placa se adicionaron 2ml de medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Media (D-MEM; Gibco, Invitrogen), suplementado con 30%
de suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen) y 1% de penicilina G (10 000U/ml; SIGMA).
Los explantes se mantuvieron a 37° Cy 5% de CO, por 10 dias sin cambiar el medio de
cultivo, tras lo cual se reviso la periferia de cada uno de los explantes para detectar la
migracion de las células de musculo liso hacia la placa de cultivo con ayuda de un
microscopio invertido ( Axiovert 25, Carl Zeiss). Se seleccionaron los cultivos en los que se
detect6 crecimiento de células de musculo liso y se retir6 el explante; posteriormente se
realizaron tres lavados con Hanks a cada pozo y se despegaron las células por medio de
tripsina (0.25%) durante 5min a 37° C. Enseguida, la actividad enzimatica fue inhibida con
suero fetal bovino al 2%, y las células en suspension se recolectaron en tubos de 15ml, en
los que se centrifugaron a 2800 rpm a 4° C durante 7 min. Se desecho el sobrenadante y la
pastilla celular fue resuspendida en 2ml de medio de cultivo suplementado. Una vez
teniendo las células en suspension se resembraron en una botella de 25cm?, e incubaron a

37° Cy 5% de CO, para su propagacion.



Seleccién de sitios blanco a siRNAs

A partir de la secuencia del RNA mensajero del gen de delta sarcoglicano
(NM_172244 GeneBank) se realiz6 la busqueda de sitios blanco candidatos a ser
reconocidos por siRNAs. Esta busqueda se llevd a cabo mediante un algoritmo
proporcionado por la  compaifa  Ambion en la  pagina  web:

http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA design.html. Dicho algoritmo se basa en la

busqueda de los 19 nucleétidos siguientes a dinucleétidos de adenina (AA) adyacentes al
extremo 3’, partiendo del codén de inicio adenina, uracilo, guanina (AUG) ya que se ha
observado son potencialmente sitios blanco a siRNA. Con este algoritmo se obtuvo una
serie de secuencias candidatas para la generacién de siRNAs, de las cuales se seleccionaron
cuatro ya que la reduccién tipica obtenida mediante este método es aproximadamente del
50% y aproximadamente 1 de 4 siRNAs provee una reducciéon de entre el 75-95% de la

proteina, los criterios que se siguieron para la eleccién de las cuatro secuencias fueron:

»a Un contenido de guanina-citosina (GC) de entre el 30-50% ya que los siRNAs con
un alto contenido en GC han mostrado tener una actividad disminuida.

wa Poseer entre 4-6 nucleétidos poli-T que sirvan como sefial de terminacién a la

RNA polimerasa III.

wa Hstar distribuidos a lo largo del RNA mensajero.

Finalmente se realizé una comparacion de las secuencias blanco candidatas con el resto
del genoma humano para asegurar que las secuencias elegidas no presentaran homologia

con otras secuencias codificantes, para lo cual se wutiliz6 el programa BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast ).



Las cuatro secuencias seleccionadas fueron: 3’-aaggagactctgaattcttac-5’, que se
encuentra en el exén 3; 3’-a aagtgctaactcagcttata-5’ dirigido hacia el exén 4; 3’-
aaagaactaaggttggagtcc-5’, dirigido hacia el exén 6 y 3’-aagctggcaatatggaageca-5’, dirigido

hacia el exén 7 del gen SGCD.

Sintesis de los casetes de expresion de siRNAs

Con las secuencias seleccionadas para ser utilizadas como blanco de siRNAs, se
diseflaron oligonucleétidos para la sintesis de casetes de expresion (SEC) mediante tres
PCRs (reaccién en cadena de la polimerasa) consecutivas utilizando el kit Silencer™

Express (Human UG6) siRNA Expresion Cassette (Ambion). Las secuencias de los

oligonucleétidos utilizados son:

Oligonucleétido sentido para el siRNA dirigido hacia el exén 3:
5- TACCTACACAAAGTAAGAATTCAGACTCTCCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG -

3’

Oligonucleétido antisentido para el siRNA dirigido hacia el exén 3:

5- CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAGGAGACTCTGAATTCTTACCTACACAAAG - 3

Oligonucleétido sentido para el siRNA dirigido hacia el exén 4:
5 — ATACTACACAAATATAAGCTGAGTTAGCACTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAC —

3

Oligonucleétido antisentido para el siRNA dirigido hacia el exén 4:
5 — CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAAGTGCTAACTCAGCTTATACTACACAAATATA —

39



Oligonucleétido sentido para el siRNA dirigido hacia el exén 6:

5 — TCCCTACACAAAGGACTCCAACCTTAGTTCTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG —

39

Oligonucleétido antisentido para el siRNA dirigido hacia el exén 6:
5 — CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAAGAACTAAGGTTGGAGTCCCTACACAAAGGAC

-3

Oligonucleétido sentido para el siRNA dirigido hacia el exén 6:
5 — CCACTACACAAATGGCTTCCATATTGCCAGCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG —

39

Oligonucleétido antisentido para el siRNA dirigido hacia el exén 6:

5 - CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAGCTGGCAATATGGAAGCCACTACACAAATGGC

-3

Los SECs funcionales estain constituidos en el extremo 5 un sitio de
reconocimiento para la endonucleasa EcoRlI, seguido de una secuencia promotora para la
RNA polimerasa (promotor HU6 humano), las secuencia sentido de cada uno de los
siRNAs, una secuencia formadora de una estructura en forma de asa, la secuencia
antisentido de cada uno de los siRNAs, una secuencia terminadora para la RNA polimerasa
y finalmente un sitio de reconocimiento para la enzima de restricciéon Hind III, en el

extremo 3’,. La secuencia final de cada uno de los casetes de expresion fué:



SEC dirigido hacia el exén 3 (SECe3):
5-CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAGGAGACTCTGAATTCTTACCTACACAAAGTAAGA

ATTCAGAGTCTCCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG -3'

SEC dirigido hacia el exén 4 (SECe4):
5-CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAAGTGCTAACTCAGC

TTATACTACACAAATATAAGCT GAGTTAGCACTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG -3'

SEC dirigido hacia el exén 6 (SECe6):
5-CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAAGAACTAAGGTTGG AGTCCCTACACA

AAGGACTC CA ACCTTAGTTCTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG -3'

SEC dirigido hacia el exén 7 (SECe7):
5.
CGGCGAAGCTTTTTCCAAAAAAGCTGGCAATATGGAAGCCACTACACAAATGGCTTC

C ATATTGCCAGCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG -3'

La construccion de estos casetes de expresion se realizo mediante tres PCRs
consecutivas, en la primer PCR se agregd 1 ul de DNA precursor HUG (proporcionada por
el Kit), Tul (10uM) de oligonucleotido promoter PCR HUG (proporcionado por el Kit),
1 ul (10uM) del Oligonucledtido sentido para cada uno de los diferentes siRNAs, 1.5
unidades de enzima Taq polimerasa, 0.2 mM de dinucleétidos trifosfatados (dNTP’s), 3
mM de cloruro de magnesio, 50 mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y

agua para llevar a un volumen final de 20 ul. La PCR consistié6 de una desnaturalizaciéon



inicial de 1 minuto a 96° C, seguida de 25 ciclos conformados por desnaturalizaciéon de 30
segundos a 94° C, alineamiento 30 segundos a 55° C y extension de 30 segundos a 72° C.
Con esta primer PCR se generé una primera estructura constituida por el sitio de
reconocimiento para la endonucleasa EcoRlI, seguido de una secuencia promotora para la
RNA polimerasa (promotor HU6 humano), las secuencia sentido de cada uno de los

siRNAs, y la secuencia correspondiente a la horquilla.

Para la segunda PCR se agrego 1ul de una diluciéon 1:50 del producto de la primer
PCR, 1ul (10uM) de oligonucleétido promoter PCR HUG (proporcionado por el Kit), 1 ul
(10uM) del oligonucleotido antisentido para cada uno de los diferentes siRNAs, 1.5
unidades de enzima Taq polimerasa, 0.2 mM de dNTP’s, 3 mM de cloruro de magnesio, 50
mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un volumen
final de 20 ul. La PCR consistié de una desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 96° C,
seguida de 25 ciclos conformados por desnaturalizacion de 30 segundos a 94° C,
alineamiento 30 segundos a 55° C y extension de 30 segundos a 72° C. La construccion

conseguida por esta segunda PCR incluye lo ya descrito en la primera fase, mas la secuencia

antisentido de cada uno de los siRNAs. Esta estructura es considerada como el precursor

del SEC.

Finalmente se llevé a cabo una tercera reaccion de PCR para tener el casete de
expresion funcional en donde la construcciéon ya contiene la secuencia terminadora y el
sitio de restricciéon para la endonucleasa Hind III. Para esta tercera reaccion de
amplificacion se utilizé 0.5 ul de una dilucién 1:50 del producto de la segunda PCR, 4ul
(10uM) de oligonucledtido promoter PCR HUG (proporcionado por el Kit), 4ul (10uM)
de oligonucledtido terminator PCR HUG (proporcionado por el Kit), 6 unidades de enzima

Taq polimerasa, 3 mM de cloruro de magnesio, 50 mM de cloruro de potasio, 20mM de



Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un volumen final de 100 ul. La PCR consistié de
una desnaturalizacién inicial de 2 min a 96° C, seguida de 30 ciclos conformados por
desnaturalizacion de 1 minuto a 94° C, alineamiento 30 segundos a 52° C, extension de 30

segundos a 72° C y una extensién final de 3 min a 72° C.

Se comprob6 la presencia del SEC funcional separando 5ul del producto de PCR
(434 pb) en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 25

min, y se observo a través de un transiluminador con luz ultra violeta.

Una vez comprobado el tamafio de las construcciones, se purificaron mediante el
Kit PureLink™ (Invitrogen) y se cuantificaron por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260nm y 280nm. La lectura obtenida a longitud de
onda de 260 nm se multiplicé por un factor de 50 correspondiente a los ng de DNA por
una unidad de absorbancia , y el resultado se multiplicé por el factor de dilucién (50). Con
la relacion de absorbancias 260/280 se determiné la  pureza de la muestra que en

condiciones 6ptimas debe ser de 1.8 a 2.0.

Bajo las mismas condiciones anteriormente descritas, ademas de los cuatro casetes
de expresion para los siRNAs dirigidos hacia el sarcoglicano delta, se generé un SEC que
funcion6 como control. Este SEC consisti6 en un casete de expresién como control
negativo con la misma composicién de nucledtidos que los siRNAs funcionales, pero cuya
secuencia es aleatoria y no es complementaria con ninguna secuencia codificante dentro del
genoma. Los oligonucledtidos para generar el control son proporcionados por el kit. Este

siRNA se obtuvo ya validado por el proveedor.



Clonacion de los casetes de expresion funcionales en un vector de expresion

Para la clonacién de los SECs en el vector de expresion pSEC neo® (Ambion), se
realizé una digestion enzimatica con las endonucleasas EcoRI y HindIIl (New England
Biolabs). La digestién se llevé a cabo durante 16 horas a 37° C. La mezcla de digestion
consistié en los siguientes componentes: 500ng de SEC, 4 unidades de cada endonucleasa,
5 ul de 1x NEB Buffer 2® y agua para un volumen final de 50ul. Al concluir la digestién
enzimatica, el ADN se purific6 mediante fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1),
siguiendo la siguiente técnica: se agregd un volumen de fenol-cloroformo ftio a la reaccién
de restriccion, se mezclé mediante vortex y centrifugé a 12 krpm durante 30 min a
temperatura de 4° C, se recuperé la fase acuosa y se precipité el ADN con dos volumenes
de etanol absoluto, incubando dos horas a —20° C. Postetiormente se centrifugd a 12 krpm
durante 30 min a una temperatura de 4° C, se eliminé el sobrenadante, se seco la muestra
durante 10 min a temperatura ambiente, y finalmente se resuspendi6 en 10ul de agua estéril

libre de nucleasas.

Para la ligacién del SEC al vector de expresion pSEC neo®, se prepard la siguiente
mezcla: 50ng del SEC (digerido y purificado), 1ul de buffer 10x de ligasa de DNA T4, 4
unidades de enzima ligasa de DNA T4, 1 ul de pSEC Neo® (linearizado) y agua para llevar

a un volumen final de 10 ul. La reaccion incubd durante 16 horas a 4° C.



Transformacion de células E. coli

Se transformaron células E. coli competentes de la cepa HB101 con el vector de
expresion el cual contenfa como inserto los diferentes casetes de expresion de siRNA. Para
la trasfomacion de células E. coli se tomaron 5ul de la reaccién de ligacion y se mezclaron
con las células competentes. Dichas células se incubaron a 4° C durante 20 min,
postetiormente se llevé a una temperatura de 42° C por 45 segundos para finalmente
realizar una dltima incubacién a 4° C por 5 min. Una vez realizado esto se adicionaron
900wl de medio LB libre de ampicilina y se promovio el crecimiento bacteriano incubando
a una temperatura de 37°C por 90 min en agitacién constante de 180 rpm. Por ultimo se
tomaron 200ul del cultivo y se plaquearon en agar LB con ampicilina (0.1mg/ml), este
antibi6tico funciona como marcador de seleccién positiva debido a la resistencia adquirida

por las bacterias al contener el plasmido.

Una vez seleccionadas las colonias positivas y con la finalidad de corroborar si las
bacterias contenian el plasmido ligado con el inserto, se realizé una amplificacién por PCR
del mismo, para lo cual se utilizaron dos oligonucle6tidos que flanquean la secuencia del
inserto y cuya secuencia esta contenida dentro del vector: los oligonucledtidos utilizados
son:  5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3  para la  cadena  sentido 'y 5-
GAGTTAGCTCACTCATTAGGC-3* para la cadena antisentido. Las condiciones de
reaccién fueron: una muestra pequefa de la colonia de bacterias tomada con una punta de
pipeta, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 10pmol de cada primer, 0.2mM dNTP’s,
3mM de cloruro de magnesio, 50mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y
agua para llevar a un volumen final de 25ul. La PCR consistié de una desnaturalizaciéon
inicial de 5 min a 94° C, seguida de 33 ciclos conformados por desnaturalizacion de 30 seg

a 94° C, alineamiento 30 seg a 57° C, extension de 1 min a 72° C y extensién final de 5

bl



min a 72° C. Se comprobé la amplificacién del fragmento esperado de 598 pb separando 3
ul del producto de PCR en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a 120

Volts durante 25 min.

Una vez que se seleccionaron las colonias que contuvieran el inserto de acuerdo
con el resultado de la PCR, se seleccioné una de ellas para cada uno de los casetes de
expresion y se llevé a cabo la purificacién de plasmido mediante el Kit Endofree®
(QIAGEN) para su posterior transfeccion en células de musculo liso vascular de vena de

cordon umbilical humano (MLVH).

Para la caracterizacién de cada uno de los plasmidos obtenidos se sometié a una
restriccion enzimatica con EcoRI y HindIIl, para liberar el inserto. La reaccién de
restriccion se llevé a cabo con 500ng de plasmido, 4 unidades de cada una de las enzimas,
2ul de 1x NEB Buffer 2® y agua para llegar a un volumen final de 20ul. Al concluir la
digestion enzimatica, se comprobé la liberacion del inserto separando el volumen total de la
reaccién en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 25

min.

Finalmente se secuenci6 parte del plasmido y la totalidad de los insertos para cada
uno de los plasmidos con los diferentes SECs y de esta manera corroborar la secuencia de
cada una de las construcciones obtenidas. La reacciéon de secuenciacion se realizé con
500ng de plasmido, 4 wl de Big Dye (Applied Biosystems), 10pmol de oligonucleétido para
cada una de las cadenas en reacciones separadas y agua estéril para completar un volumen
final de 20ul. La reaccion de PCR para secuenciar consté de desnaturalizacion inicial 5 min
a 96° C, seguido de 40 ciclos, cada uno con las siguientes caracteristicas: 10 seg a 96° C, 5

sega 57° C y cuatro min a 60° C.



Transfeccion de MLVH

Para la transfeccion de los vectores de expresion en las células de MLVH se
utilizaron células de un cuarto pasaje de duplicacion celular. Se utilizé el reactivo siPORT™
XP-I® (Ambion), que es una formulaciéon de poliamidas para una alta eficiencia de
transfeccion en células eucariontes con una baja toxicidad. Para determinar las condiciones
y eficiencia de la tranfeccién se utilizo el plasmido pQBI25, con el cual se produce la
proteina verde fluorescente (GFP), se analizé la fluorescencia en las proteinas mediante el
sistema ApoTome (Zeiss), con lo cual se determiné una eficiencia de tranfeccion del 75% y

mediante el examen de viabilidad de azul de Tripano se encontré una muerte celular menor

al 15%.

Veinticuatro horas antes de la transfeccién se sembraron células MLVH en placas
de cultivo a una confluencia del 40% (60000 células en placas de 2cm® FEl dia de la
transfeccién se preparé el reactivo siPORT™ XP-I mezclando 0.6ul de éste con medio
DMEM libre de suero para un volumen final de 50ul,. Se mezclé por vortex durante un
segundo e incub6 a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente se adicionaron
400ng del plasmido para obtener una relaciéon siPORT™XP-1I: plismido 3:2 Se mezcl6 por
pipeteo e incubd a temperatura ambiente durante 20 min. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacién, se ajusté el volumen de medio de cultivo suplementado a 500ul y se
adicion6 la mezcla siPORT™ XP-1/plasmido por goteo. Se distribuyé homogéneamente
mediante movimientos oscilatorios teniendo cuidado de no formar remolinos, y finalmente
se incubaron las células en condiciones normales. Transcurridas 24 horas después de
haberse realizado la trasfeccion, el medio de cultivo fue remplazado por medio de cultivo

mas geneticina (350ug/ml), antibitico que nos permite seleccionar células transfectadas



debido a que el vector pSECneo contiene un marcador de resistencia a este antibiético. Las
células se mantuvieron durante 96 horas bajo estas condiciones, remplazando el medio de
cultivo adicionado con el antibiético cada 48 horas; transcurridas las 96 horas post-

tranfeccion las células fueron analizadas para observar el efecto de los diferentes siRNAs.

RT-PCR

Para analizar el efecto de los diferentes siRNAs en la expresion transcripcional del
sarcoglicano delta, se extrajo RNA  de las células tranfectadas mediante el Kit
RNAqueous®-96 (Ambion) siguiendo las condiciones dadas por el proveedor. Partiendo
de 2ug de RNA total se generé el DNA complementario (cDNA), mediante una reaccion
de retro-transcripcion (Forster, 1994) siguiendo las siguientes condiciones:

Componentes de la primer fase de la reaccion: 2ug de RNA, 0.5ul de hexameros 100mM,
agua para un volumen final de ambas fases de la reaccion de 20ul.

Componentes de la segunda fase de la reaccién: 4ul de amortiguador 5x para la cadena
molde (50mM de Tris-HCI pH 8.3, 75mM KCI y 3mM de MgCl,), 0.2 mM de dNTP’s, 5
unidades de enzima transcriptasa reversa MMLV (Virus de la leucemia murina de

Molones), 2ul de DTT (dithiothreitol) como inhibidor de RN Asas.

La primera fase de la reaccién se sometié a desnaturalizacién a 72°C por 3 min,
inmediatamente el tubo de reaccion se coloco en hielo y se agregé la mezcla de reaccion de

la segunda fase de incubacién de 60 min a 37° C y una etapa final de 7 min a 72° C.

Una vez que se sintetizd el cDNA, se realiz6 una PCR multiplex para el
sarcoglicano delta y GAPDH como control endégeno, los oligonucleétidos — utilizados

fueron; para el caso del sarcoglicano delta: 5-ACACCTAATGTCAGGGCAGAC-3’ para



la secuencia sentido y 5- TCTGTCCTTCTCATCCCTCAC- 3’ para la secuencia
antisentido; para GAPDH fueron: 5- ATCCCATCACCATCTTCCAG — 3 para la
secuencia sentido y 5- TGTGGTCATGAGTCCTTCCA — 3’ para la secuencia antisentido.
El tamafio de los productos de amplificacion esperados fue de 183 y 317 pb,

respectivamente.

Las reacciéon de amplificaciéon por PCR consistié en los siguientes componentes:
1ul de cDNA, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 10pmol de cada primer (delta
sarcoglicano) y 5pmol de cada primer (GAPDH), 0.2mM de dNTP’s, 3mM de cloruro de
magnesio, 50mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua desionizada
para llevar a un volumen final de 25ul. La PCR consistié de una desnaturalizacién inicial
de 5 min a 94° C, seguida de 28 ciclos conformados por desnaturalizacion de 30 seg a 94°
C, alineamiento 30 seg a 62° C, extension de 1 min a 72° C y extension final de 5 min a
72° C. Se comprob6 la amplificacion separando 3wl de los producto de PCR en un gel de

agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 25 min.

Con las bandas observadas en el gel de agarosa se realizé un analisis densitométrico
utilizando el software Alphalmager 2002® . Se realiz6 una normalizacion de los valores
obtenidos dividiendo el valor del problema (delta sarcoglicano) entre el control end6geno

(GAPDH).

Inmunofluorescencia indirecta



Para evaluar el efecto inhibitotio de los siRNAs sobre la expresion proteinica de 0-
SG en las células MLVH se realizaron inmunotinciones de las células transfectadas con las
diferentes construcciones, para lo cual las células fueron sembradas sobre placas de vidrio
de 8mm de didmetro cubiertas con coliagena de cola de rata (Sigma-Aldrich) y se
transfectaron como se describié anteriormente. 96 horas post tranfeccién se eliminé el
medio de cultivo y se realizé un lavado con PBS 1X para eliminar trazas de medio, se
fijaron las células con metanol absoluto durante 10 min a una temperatura de —20°C,
posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1X. Las células fijadas se
permeabilizaron con Tritén al 0.3% en PBS 1X. Para eliminar la sefial de fondo se realizo
un bloqueo durante lhr a temperatura ambiente con una soluciéon de albiumina sérica de
bovino al 5% en PBS 1X. Enseguida las células fueron incubadas en presencia de los
anticuerpos primarios, anti-delta sarcoglicano  (NCL-d-SARC, Novocastra) con una
dilucién 1: 150; alfa-actina de musculo liso (IA4, Zymed) prediluido y anti GAPDH (V-
18, Santa Cruz) en una dilucién 1:100, todas las diluciones en PBS 1X. Se incub6 en camara
humeda durante 16 hrs a 4°C, posteriormente se realizaron tres lavados de 5 min en PBS
1X y las preparaciones se cubrieron respectivamente con diluciones del anticuerpo
secundario anti-ratén marcado con Cy3 (Cy"3-conjugated, Jackson) en una dilucién 1:250
para la identificaciéon de delta sarcoglicano y alfa actina de musculo liso, y de anticuerpo
secundario anti-cabra marcado con rodamina (sc-39-45, Santa Cruz) para la identificacién
de GAPDH. Ambos anticuerpos secundarios se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente en obscuridad, y una vez finalizado el tiempo de incubacién se hicieron tres
lavados de 5 min con PBS 1X. Se eliminé el exceso de PBS y los cubreobjetos con las
células se montaron sobre un portaobjetos con 5ul de medio de montaje VectaShield® con
DAPI (Vector) el cual tifie los nucleos de las células. Una vez montadas las placas de vidrio
se sellaron las orillas de la placa de vidrio con esmalte para ufias transparente para

conservar la preparacion en Optimas condiciones (Janssen, 1989). Finalmente las



preparaciones fueron analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando el sistema

ApoTome® (Zeiss).

Determinacién de la activacion de la respuesta por interferon

Debido a que la utilizacién de RNAs de doble cadena endégenos pueden llegar a
desencadenar una respuesta de defensa celular inducida por interferén que da como
consecuencia la degradacion de mRNA a nivel generalizado, es necesario verificar si en
nuestro sistema no se esta activando este tipo de respuesta para lo cual se realizé una RT-
PCR del gen 2’-5’- oligoadenilato sintetasa 1 (OAS 1), cuyo mensajero se sobre expresa al

desencadenarse la respuesta por interferon.

Los  oligonucle6tidos  utilizados ~ para  la  reaccibn  fueron:  5-
CATCCGCCTAGTCAAGCACTG 3 para la  cadena sentido y 5
CCACCACCCAAGTTTCCTGTAG 3’ para la cadena antisentido. Los componentes de la
reaccién fueron: 2ul de cDNA, 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa, 10pmol de cada
oligonucleétido, 0.2mM de dinucledtidos trifosfatados (ANTP’s), 3mM de cloruro de
magnesio, 50mM de cloruro de potasio, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4) y agua para llevar a un
volumen final de 25ul. L.a PCR consistié de una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94° C,
seguida de 28 ciclos conformados por desnaturalizacion de 30 segundos a 94° C,
alineamiento 30 segundos a 67° C, extension de 1min a 72° C y extension final de 5 min a

72° C. Se comprob6 la amplificacién separando 3ul del producto de PCR (309 pb) en un

gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a 120 Volts durante 25 min.

Resultados



A partir de la vena de cordones umbilicales de origen humano, se obtuvo un cultivo

primario de musculo liso vascular mismo que se caracteriz6 ~mediante

>
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti- alfa actina de musculo liso (figura 4). El
resultado de este analisis fue mayor al 99% de células positivas al marcador, por lo que

contamos con un cultivo lo suficientemente puro para continuar con nuestros

experimentos.

40X
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Figura 4. Cultivo de células de musculo liso vascular de origen humano. A, Contraste de
fases de cultivo de MLVH. B, Inmunofluorescencia indirecta de alfa-actina de musculo

liso.

Con el objetivo de elegir los mejores blancos potenciales de siRNAs dirigidos
contra el mRNA de delta sarcoglicano, se utiliz6 el programa (siRNA Desing Ambion®).
Se tomaron en cuenta los parametros establecidos por Elbashir et al. (2001) que incluyen:
considerar 19 nucleétidos de posteriores a un dimero de adeninas a partir del codon de
inicio AUG debido a son sitios blanco para siRNA, y un contenido entre 30 y 50% de CG .
Se seleccionaron los cuatro mejores blancos distribuidos a lo largo de la secuencia del

mRNA de delta sarcoglicano (Locus NM_000337 GenBank) (figura 5).

Respectivamente, las secuencias blanco elegidas se localizaron en los exones 3, 4, 6
y 7. Dichas secuencias fueron: Exén 3 5’-aaggagactctgaattcttac-3; exén 4,  5-
aaagtgctaactcagettata-3’, exon 0, 5-aaagaactaaggttggagtcc-3’; y por ultimo exén 7 5-

aagctggcaatatggaageca-3’.



)

3’_agacagcccagtagetgtgagtcggtctgacaaagecatattgaagtacggagtacggtttcaaagcagtcagaaaaagaacgey
aatgctgttcaggaaattcttcaggeatggocaggeacttggctgcagttctgeagttggaaaatctgactggeocagettctgagegea
ggctggocctgcacacactcageggeccgagtggccacctecttcagagetgctcageacgecctgggatcgeggacggtttteate

ggccggtttgtoaaacggacaagagagagacattactgeccgggagtottgagtoaagooaccaggtogagatgatgcctcaggagea
gtacactcaccaccggageaccatgectgectctgtggooccacaggtatacaaggtggooatttatggctggcggaaacgatgectg

tatttctttgtcctgetecteatgattttaatactggtoaacttggecatgaccatctggattctcaaagtcatgaacttcacaattgatggaa

e3
tggoaaacctgaggatcacagaaaaaggtctaaagetagaaggagactctgaattcttacaacctetctacgecaaagaaatccag

e4
tcccgaccaggtaatgecctgtacttcaagtetgecagaaatttacagtgaacattctcaatgaccagactaaagtgctaactcaget

tataacaggtccaaaagccgtagaagcttatggtaaaaaatttgaggtaaaaactgtttctggaaaattgctcttctctgcagacaataat

gaagtggtagtaggagctgaaagattacgagttttaggagcggagoocacagtgttccctaaatctatagaaacacctaatgtcagggc

e6
agaccccttcaaagaactaaggttggagtccccaacccggtetctagtgatgeagoccecaaaaggagtgoaaatcaatgeaga

e7
agctggcaatatggaagccacctgeaggacagagetgagactggaatccaaagatggagagattaagttagatgctgcgaaaatc

aggctacctagactgecteatggatcctacacgectacaggaacgaggcagaaggtcttcgagatctgegtetgegecaatggoagatt
attcctgtctcaggeaggagetggotccacttgtcagataaacacaagtgtctgectctgaaagactatccatagtggacattgttgocag
cataaaggccttttttggctttagacactggctgccagetatttttactagaacacagaaagectatcaaagaccttgtgtotatgtgtacgt
gtgtgtocgtocttgagtotottcgegtatotgootooatataaatatatataaatatatataaataaatatatatatcctctgtataaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaaaa->’
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Figura 5. Panel A: Ubicacién de los blancos de siRNA dentro de la secuencia del mRNA de
d-SG (Locus NM_000337 GenBank). Las secuencias elegidas se encuentran subrayadas.
Panel B: Representacion grafica del mRNA de 0-SG con sus nueve exones y localizacion de
los sitios blancos elegidos.



La generacion de los casetes de expresion (SEC) para cada uno de los siRNAs se
realiz6 mediante tres PCR’s, para obtener finalmente casetes de expresion funcionales, los
cuales presentaran diferentes elementos estructurales mencionados a continuacion, mismos
que se muestran en la figura 6A. En los extremos hay dos sitios de restricciéon para las
enzimas EcoRI y HindIII, una secuencia promotora para la RNA polimerasa, la secuencia
sentido que es la secuencia blanco dentro del mRNA, una secuencia no complementaria
que forma una asa, la secuencia antisentido que es la responsable del reconocimiento de la
secuencia blanco dentro del mRNA y una secuencia que indica el sitio de terminacién de la
transcripcion. La generacion del producto de la segunda PCR que es el precursor del SEC,
asi como el SEC funcional con un tamafio final de 434pb para cada uno de los diferentes
siRNAs, se identificaron mediante un corrimiento electroforético en agarosa, mostrado en

la figura 6B.

« EcoR1 "Promotor  sentido

Figura 6. Casetes de expresion de los siRNAs. En el panel A, se muestran los
elementos estructurales que conforman al SEC; el panel B muestra el corrimiento
electroforético en agarosa al 2% del precursor los diferentes SECs (1, 3, 5, 7, 9) y los SECs
funcionales (2, 4, 6, 8, 10) con una longitud de 434pb. M corresponde a la escalera de
marcador de 100 pb.
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Figura 7. Mapa del vector de expresion pSECneo. En el que se ubica el promotor
de SV40, dos marcadores de selecciéon por resistencia a antibidticos, sitios de corte a las
endonucleasas EcoRI y HindlIII. Las flechas indican la ubicacién de los oligonucleétidos
utilizados para la seleccion de clonas positivas.

Una vez generados los diferentes casetes de expresion de siRNAs, fueron clonados

en el vector pPSECneo® (Ambion) (figura 7) con lo que se transformaron bacterias E. co/i.

Las colonias obtenidas después de la transformaciéon con el vector pSECneo y
positivas a la seleccion por ampicilina, se propagaron en medio selectivo. Posteriormente se
llevé a cabo una PCR de forma directa a partir de una muestra de la colonia con
oligonucle6tidos que flanquean la secuencia del inserto que corresponde a cada uno de los
SEC de siRNAs y estan dentro de la secuencia del vector pPSECneo como se muestra en la
figura 7. De esta manera, a partir de las colonias que contuvieron el vector con inserto se
obtuvo un producto de PCR con una longitud de 598pb (figura 8). De cada uno de los
SECs se eligieron seis colonias para ser probadas por PCR vy finalmente se continud
trabajando con aquellas a partir de las cuales fue posible obtener el producto esperado, para

posteriormente purificar el plasmido y secuenciarlo.



Figura 8. Caracterizacion por PCR de las colonias positivas. La figura muestra la
electroforesis representativa del producto de PCR de 598pb de las clonas que contienen el
inserto, los carriles 2, 3, 4 y 6 se muestran que se encuentra el inserto del casete de
expresion dentro del vector pSECneo, mientras que los carriles 1 y 5 muestran un producto
de PCR de menor longitud al esperado. M corresponde a la escalera de marcador de
100pb.

Una vez que se cont6 con una clona positiva confirmada por medio de PCR para
cada uno de los casetes de expresion construidos, se propagaron y purificaron cada uno de
los vectores. Los plasmidos purificados se cuantificaron y observaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa (figura 9), posteriormente se realizé una doble digestion
enzimatica con las enzimas EcoRI y HindIII de cada vector y el producto de la digestion se
verific6 por medio de electroforesis en gel de agarosa para confirmar la liberacién del

inserto (598pb) y la linearizacioén del vector que tiene un tamafio de 4.1 Kb (figura 10).

Figura 9. Corrimiento electroforético de los plasmidos purificados. Los carriles
corresponden cada uno de los vectores que contienen los diferentes SECs 1: €3, 2: e4, 3: e,
4: 7y 5.



Figura 10. Doble restricciéon con EcoRI y HindIII del vector pSECneo. En la figura
se muestra el vector linearizado de 4.1Kb y una banda de 434pb correspondiente al inserto
liberado por la digestion enzimatica. Los carriles corresponden cada uno de los vectores
que contienen los diferentes SECs 1: €3, 2: e4, 3: ¢0, 4: €7, 5: a. y M corresponde a la
escalera de marcador de 1kb.

Con el propésito de verificar si cada una de las construcciones clonadas en el vector
de expresion contenfan todos los elementos necesarios para ser funcionales y corroborar su
secuencia, se realizé la secuenciacion en ambas direcciones de cada uno de los casetes de

expresion funcionales (figura 11).

Para iniciar los ensayos de transfeccioén del cultivo celular de MLLVH, se realizé una
transfeccion inicial con el vector pQBI25, el cual contiene como reportero a la proteina
verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés). Se probaron diferentes proporciones
plidsmido/poliamida con el fin de seleccionar la proporcion que mostrara una mayor
eficiencia de transfeccion, la cual se determiné mediante un andlisis por microscopia de
fluorescencia. Se determiné una proporcion de 3:2 poliamida-plasmido como la mejor para

obtener una alta eficiencia de tranfeccién de aproximadamente un 70%.
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Figura 11. Secuencia de nucleétidos de los diferentes SECs. Se muestra la grafica de la
secuencia de los cuatro SECs de los siRNAs dirigidos a los exones 3, 4, 6 y 7 del mRNA de
0-SG. En cada secuencia se indican los elementos que conforman estos SECs: secuencia




terminadora, secuencia antisentido, asa, secuencia sentido y promotor para la RNA
polimerasa.

Por otra parte se determiné la concentracién de antibidtico (geneticina) necesaria
para hacer seleccionar las células transfectantes. Se probd una curva de concentracion de
antibidtico que abarc6 de 100 hasta 600 pg/ml aumentando 50ug de antibiético en cada
punto de la curva. Se seleccioné la concentracién que provocd una muerte celular masiva
cinco dias posteriores al inicio del tratamiento y muerte total a los ocho dias de tratamiento,
la cual fue de 350ug/ml. De igual manera se determiné el porcentaje de confluencia del
cultivo celular 6ptimo para la seleccién. La prueba se realizé en un rango del 10 al 80% de
confluencia, subiendo en cada cultivo diez puntos porcentuales. La mayor eficiencia de

seleccidn se obtuvo a una confluencia inicial del cultivo del 40%.

Para definir la eficiencia de silenciamiento de la proteina por cada uno de los
siRNAs, se transfectaron células en cultivo con cada una de los diferentes casetes de
expresion y se realizaron inmunofluorescencias de estos cultivos a 24, 48, 72 y 96 horas
posteriores a la transfeccion. Los primeros resultados obtenidos a partir del analisis de
imagenes por microscopia de fluorescencia revelaron que 24 horas posteriores a la
transfeccion ya se observa una disminucion en la expresion de la proteina que fue mucho
mas clara a las 48 horas y se mantuvo al menos durante 96 horas posteriores a la
transfeccion. Los siRNAs que mostraron una mayor eficiencia en la inhibicién de la
expresion de delta sarcoglicano fueron los dirigidos hacia el exén 3 y ex6n 4. Los cultivos
transfectados fueron sometidos al proceso de seleccion en presencia del antibidtico. Los

siguientes experimentos se realizaron a 96 horas posteriores a la transfeccion.

Una vez que se determinaron todas las condiciones, se transfectaron cuatro cultivos

independientes para cada uno de los diferentes SECs y se realiz6 el analisis de inhibiciéon de



la proteina por medio de inmuofluorescencia (figura 12). Para cada una de las cuatro
réplicas de los SECs se analizaron en microscopio de fluorescencia diez campos. A partir
de este andlisis se seleccionaron tres campos para hacer una cuantificacién en la imagen de

la intensidad de fluorescencia indirecta debida a la presencia de la proteina 6-SG.

De igual forma se trabajaron tres controles negativos (cultivo sin transfectar,
cultivo con reactivo de transfeccion sin plasmido y cultivo transfectado con un SEC que
expresa un siRNA aleatorio) con los cuales se logré determinar que el tratamiento dado a
los cultivos durante la transfecciéon no altera de manera inespecifica la expresion de la
proteina 0-SG. Asi mismo se compararon los valores de expresion de 0-SG encontrados en
los controles contra los valores provenientes de los cultivos de células transfectantes con
SECs dirigidos hacia el mensajero de 0-SG. Los porcentajes de inhibicién de la proteina
d-SG por los diferentes siRNAs utilizados fueron los siguientes: 78% con el dirigido hacia
el ex6n 3; 86.6% con el dirigido hacia el exén 4; 41% con el dirigido hacia el ex6n 6 y por
ultimo 70.5% con el siRNA dirigido al exén 7. En consecuencia los porcentaje de
expresion de la proteina 8—SG fueron de 26.2, 13.1, 59 y 29.5% para los cultivos tratados

con los siRNAs dirigidos los exones 3, 4, 6y 7, respectivamente (figura 13).

De manera paralela al analisis de la expresion de la proteina 8-SG, se realizé la
extraccion de RNA total (figura 14) a partir de los cultivos transfectados con los diferentes
casetes de expresion de siRNAs. Se llevé a cabo una reacciéon de RT-PCR para amplificar
el transcrito maduro de 8-SG, a fin de verificar si la inhibicién de la proteina observada se
debia a la degradacion del mRNA descrita como mecanismo de accién de los siRNAs. La
eficiencia de la transcripcion reversa se comprobd mediante una PCR para amplificar un

fragmento de GAPDH de una longitud de 340 pb (figura 15).



Figura 12. Inmunofluorescencia inditecta de 8-SG, en células de musculo liso vascular
humano tratadas con los diferentes siRNAs. En la imagen se muestra en rojo la expresion
de la proteina 0-SG, en los paneles del lado izquierdo se muestra la inhibicién del 8-SG
por los diferentes siRNAs dirigidos hacia los exones 3, 4, 6 y 7. En los paneles del lado
derecho se muestra la expresion normal de la proteina en los diferentes controles: cl-
control sin tranfectar, c2- control reactivo de transfeccion; c¢3- control siRNA aleatrorio;
c4- control negativo para el anticuerpo secundario.
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Figura 13. Expresion de la proteina 8-SG. En la grafica se representan los valores de
fluorescencia obtenidos a partir del andlisis de las diferentes inmunofluorescencias de las
células transfectantes con los diferentes SECs de siRNAs; y los diferentes controles: cl-
control sin tranfectar, c2- control reactivo de transfeccion; c3- control siRNA aleatrotio.

Figura 14. RNA total de células de MLVH. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al
1.5% de RNA total de los cultivos transfectados con los diferentes SECs. Los carriles 1, 2,
3, 4 corresponden a las células tratadas con los siRNAs dirigidos a los exones 3, 4, 6y 7,
respectivamente, carriles 5, 6 y 7 corresponden a los controles siRNA aleatorio, reactivo
de transfeccion y sin transfectar, respectivamente.
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Figura 15. Amplificacion de GAPDH a partir de cDNA. Electroforesis del producto de
PCR de GAPDH en gel de agarosa al 2%. Los carriles 1, 2, 3, 4 corresponden a las células
tratadas con los siRNAs dirigidos a los exones 3, 4, 6 y 7, respectivamente, carriles 5, 6 y 7
corresponden  a los controles siRNA aleatorio, reactivo de transfeccién y sin transfectar,
respectivamente. El carril (-) corresponde al control negativo de la reaccion.

Para determinar de una manera semicuantitativa los niveles del mensajero de 0-SG
se realiz6 una coamplificacion del los transcritos de 0-SG y GAPDH, esta ultima utilizada
como un control endégeno para la normalizacion de los valores. Los productos de la PCR
de 183pb y 317pb para 0-SG y GAPDH respectivamente (Figura 16), se separaron en un
gel de agarosa al 2% y se analizé la densidad 6ptica de cada uno de los productos. Los
resultados obtenidos a partir de este analisis muestran que el siRNA dirigido a una region
del exén 3 del mRNA de 0-SG degrada el transcrito en un 45%, mientras que pata los
demas siRNAs utilizados el mRNA conservo sus niveles normales de expresion (Figura

17).

1 2 3 4 5 6 7 ()

GAPDH

Figura 16. Coamplificacién de —-SG y GAPDH. Electroforesis en gel de agarosa al
2% de los productos de PCR para el mRNA de 8-SG y GAPDH, de 183 y 340pb
respectivamente. Los carriles 1, 2, 3, 4 corresponden a las células tratadas con los siRNAs
dirigidos a los exones 3, 4, 6 y 7, respectivamente, carriles 5, 6 y 7 corresponden a los
controles siRNA aleatorio, reactivo de transfeccion y sin transfectar, respectivamente. El
carril (-) corresponde al control negativo de la reaccion.
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Figura 17. Niveles de mRNA de 8-SG. En el grifico se muestran los valores normalizados
del nivel de expresion del transcrito de la proteina 0-SG en células tratadas con los
diferentes siRNAs asi como en los controles cl: siRNA aleatorio, c2: reactivo de
transfeccion y c3: células no transfectadas. En rojo se indica la expresiéon basal de la
proteina 0-SG.

Una vez que se analizé la eficiencia de inhibicién por los diferentes siRNAs
probados y se encontrd que especificamente el siRNA dirigido hacia el ex6n tres provoca la
degradacion del mRNA de 8-SG, se realizé6 una RT-PCR para determinar los niveles de
transcrito de los sarcoglicanos 3 y € los cuales se expresan en musculo liso. Este analisis se
realizé a partir de las células transfectantes con el siRNA exén tres y los controles de
transfeccion, siRNA aleatorio y células sin ningin tipo de tratamiento, con el fin de
confirmar si el siRNA actia de manera especifica sobre el transcrito de 0-SG. Para
determinar de manera semicuantitativa los niveles de dichos transcritos, se realizo la
coamplificaciéon de los sarcoglicanos con GAPDH. Los productos de PCR tienen una

longitud de 221pb, 261pb y 340pb para b-SG, e-SG y GAPDH respectivamente (figura 22).
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Figura 18. Niveles de expresion de los trancritos de - y €-SG. En la patte supetior se
muestran los productos de PCR de losl transcritos b-SG 221pb, e-SG 261pb y GAPDH
340pb. El carril 1 corresponde a las células tratadas con el siRNA dirigido al exén 3, los
carriles 2, 3 y 4 corresponden a los controles siRNA aleatorio, reactivo de transfeccion y
sin transfectar, respectivamente; M corresponde a la escalera de marcador de 100pb. El
carril (-) corresponde al control negativo de la reaccion.

Finalmente se verific6 que la inhibicién observada por el tratamiento con los
diferentes siRNAs se debiera exclusivamente al mecanismo de acciéon del siRNA y no a
alguna respuesta de defensa celular como lo es la respuesta mediada por interferén, en la
cual se provoca una degradaciéon generalizada de los mRNAs producidos por las células
durante infecciones virales. Esta respuesta también puede ser activada al introducir en la

célula RNAs exégenos de doble cadena con una longitud mayor a 30 nucleétidos, por lo



que resulta necesario eliminar la posibilidad de que este mecanismo de defensa este siendo
activado en nuestro sistema, para lo cual se realiz6 una RT-PCR del gen OASI1, el cual es
sobre-expresado en la respuesta mediada por interferén.. Para realizar la evaluacién
semicuantitativa de los niveles de expresion del gen OAS1, se midi6 la densidad 6ptica del
producto de PCR y los valores se normalizaron con el control constitutivo GAPDH de la
misma manera que para 0—SG. Los productos de PCR de OAS1 y GAPDH (figura 18) se
corrieron de manera independiente debido a la cercanfa en las longitudes 319 pb para
OAS1 y 317 pb para GAPDH. Los valores observados se encontraron dentro de los limites
de expresion normales (Scacheri et. al., 2004), por lo que se descarté una respuesta

generalizada por via del interferén.
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Figura 19. Evaluacion de la respuesta por interferén. En la parte superior se
muestran los productos de PCR del transcrito de OAS1 y GAPDH. Los carriles 1, 2, 3, 4
corresponden a las células tratadas con los siRNAs dirigidos a los exones 3, 4, 6 y 7,
respectivamente, carriles 5, 6 y 7 corresponden a los controles siRNA aleatorio, reactivo
de transfeccion y sin transfectar, respectivamente, M corresponde al marcador de pb y el
carril (-) corresponde al control negativo de la reaccion. En la parte inferior se la grafica de
los valores normalizados a partir del analisis densitométrico.



Discusion

El estudio de enfermedades genéticas en humanos resulta evidentemente dificil, por
lo que es necesatio buscar alternativas como los modelos animales y/o cultivos celulares
con los que se pueda realizar investigaciéon para conocer la funcién especifica de los genes,
asi como determinar los procesos biologicos en los que estan involucrados, y de esta
manera entender con mayor precision la fisiopatologia de estos padecimientos. En este
trabajo se desarrolld, a través de RNAs de interferencia, un modelo de origen humano
deficiente en la proteina delta sarcoglicano cuya ausencia provoca distrofia muscular de

cinturas tipo 2F asi como cardiomiopatia dilatada (Hack et al, 1998, Coral-Vazquez 1999)

El desarrollo de este proyecto se realizé con la certeza de contar con un cultivo de
origen de musculo liso, ya que se encontro la expresion de la proteina oi—actina especifica
de musculo liso en aproximadamente el 99% de las células del cultivo celular de musculo
liso vascular de origen humano (MLVH). En este cultivo se probaron cuatro pequefios
RNAs de interferencia, moléculas que han sido recientemente utilizadas para generar de
manera eficiente y en corto tiempos modelos de tipo Anock-down de células somaticas
(Dykxhoorn, 2003). Para lograr la expresion de los diferentes siRNAs se utilizd la
magquinaria celular por lo que se transfectaron los casetes de expresion de siRNAs al cultivo

celular de MLVH bajo un proceso de seleccion por geneticina.

La inhibicién de proteina esperada durante la utilizacién de siRNAs fluctio en un
intervalo aproximado del 70 al 90%. Los siRNAs dirigidos hacia los exones 3, 4 y 7

provocaron un porcentaje de inhibicion dentro del intervalo 6ptimo cuyos los valores



fueron de 78%, 86.6% y 70.5%, respectivamente. El caso particular del siRNA dirigido al
ex6n 6 mostrd una baja eficiencia de inhibicién menor al 50%, porcentaje que se encuentra
fuera del intervalo esperado. Estudios previos con siRNAs han permitido conocer que la
eficiencia del silenciamiento genético dentro del intervalo esperado corresponde a una
proporcion de uno de cada cuatro siRNAs, por lo cual para desarrollar este trabajo se
eligieron cuatro diferentes secuencias blanco distribuidas a lo largo del mensajero de 8-SG,
esperando que el reconocimiento de siRNAs para al menos una de esta cuatro secuencias
provocara niveles de inhibicién de la expresion de la proteina blanco dentro del intervalo

o6ptimo.

Los resultados obtenidos a partir del siRNA aleatorio utilizado como vector
permitié la comprobaciéon de que los siRNAs trabajados solo interaccionan con su
secuencia blanco ya que la expresion de proteina en este control muestra valores idénticos a

los obtenidos de un cultivo celular sin ningun tipo de tratamiento.

El mecanismo de accién descrito de los siRNAs se basa en el control de la
expresion de los genes por la degradaciéon de sus mRNAs (Hutvagner y Zamora, 2002;
Kawasaki y Taira, 2003). La determinacién de este mecanismo para el silenciamiento
genético en nuestro sistema se realizé a través del analisis de los niveles de expresion del
mRNA de 0-SG. Este analisis mostrd una disminucion del transcrito, mediada por el
siRNA dirigido al ex6n 3, al correlacionar los valores de inhibicién a nivel proteina y de
degradacion del mRNA de la proteina estudiada se observa que la degradaciéon del
transcrito ocurre en niveles inferiores a lo que se observa a nivel de inhibicién de proteina,
lo cual puede explicarse ya que el proceso de transcripcién del gen blanco no se ve alterado
por esta metodologia y es posible que la célula responda a la deficiencia de la proteina

sobreexpresando el gen blanco aumentando su transcripcion, sin olvidar que un aumento



en la generacion de mRNA no significa una mayor generacion de proteina. Por otro lado
siRNAs dirigidos hacia los exones 4, 6 y 7 no ejercieron ningun efecto aparente sobre el
transcrito, aun a pesar de que se obtuvo una inhibicién favorable de la proteina. Si bien es
conocido que los siRNAs son efectivos al ser utilizados en células de mamiferos para el
silenciamiento genético post-transcripcional, no se ha encontrado la expresiéon endégena de
siRNAs en estos organismos, sin embargo se sabe de la presencia de micro RNAs
(miRNAs) que inducen también un silenciamiento genético post-transcripcional, pero que
a diferencia de los siRNAs, no conducen a la degradacién del transcrito blanco, si no que
interfieren con la sintesis de proteinas bloqueando el proceso de traducciéon (Ambros, 2004;
Grishok et. al., 2001; Mourelatos et. al., 2002). Con base en lo anterior, pensamos que el
efecto inhibitorio observado a partir de los siRNAs contra los exones 4, 6, y 7, sigue el

mecanismo propuesto para los miRNAs bloqueando unicamente la sintesis de proteinas.

Al analizar los niveles de expresion de los transcritos de B- y €-SG cuyas proteinas
forman parte del DGC que se expresa en musculo liso, a partit de RNA extraido de las
células tratadas con el siRNA dirigido hacia el exén 3, el cual provoca una degradacion del
transcrito de 8-SG, pudimos observar que los niveles de expresion de ambos transcritos se
encuentran sin ninguna variaciéon con respecto a los controles utilizados, este resultado
corrobora la especificidad del siRNA utilizado para inhibir la expresion de la proteina
blanco ya que los transcritos pertenecientes a proteinas de la misma familia que el 8-SG, no

se ven alterados.

Tanto el uso de RNAs de doble cadena como vectores de expresion para el
silenciamiento de genes pueden generar limitaciones en modelos de mamiferos debido a
que la introduccion de este tipo de moléculas llegan a inducir respuestas celulares

mediadas por interferon (Elbashir et. al, 2001; Bridge et. al, 2003). El interferén



desencadena la degradacién de los mRNA induciendo la produccién de 2°-5"oligoadenilato
sintetasa (OAS) la cual a su vez activa la RNasa I, llegando finalmente a una inhibicién
global por degradaciéon de los mRNAs. La evaluacion de la activacion de la respuesta
mediada por interferén en las células transfectantes a través del andlisis de la expresion del
transcrito de OAS1, confirmé que la inhibicién de la expresion de la proteina 8-SG se
debifa tnicamente a la accion de los siRNAs sobre el mRNA blanco y no por una respuesta

celular generalizada de tipo inespecifica.

De manera general y de acuerdo a los resultados obtenidos ya antes mencionados se
logé inhibir de manera estable la expresion de la proteina 8-SG en células de musculo liso
vascular humano mediante la utilizacion de pequefios RNAs de interferencia, de manera
patticular un siRNA dirigido a una regién ubicada dentro del exén 3 del mRNA de 8-SG, el
induce una inhibicién del 78% a consecuencia de la degradaciéon del mRNA en
aproximadamente un 45%, siendo esta inhibicién especifica del siRNA ya que ademas la
generacion de este siRNA en nuestro sistema celular no induce la activacion de la respuesta

mediada por interferén.

La utilizacion de siRNAs de interferencia para el silenciamiento genético confiere
ventajas sobre diversas metodologias utilizadas para este mismo fin, dichas ventajas
incluyen tiempos cortos en lograr la inhibicién de la expresion de manera estable y un costo
mucho menor principalmente comparado con la generacién de modelos animales a través
de la interrupcién de genes lograda por medio de recombinacién homodloga. Esta técnica
resulta poco practica debido a que se requiere de un largo tiempo para obtener resultados
favorables y resulta con un costo muy elevado (Marth, 1996) aunado a que el empleo de

este método de silenciamiento genético es restringido a lineas celulares y modelos animales.



Dentro de las metodologias utilizadas para el silenciamiento de un gen por medio
de la desestabilizacién de su mRNA, se encuentran la utilizacién de oligonucleétidos
antisentido para los cuales es imprescindible la participacién de la RNasa H para unir el
hibrido DNA-RNA e hidrolizar el RNA resultando en un cambio drastico del transcrito,
sin embargo un pequefio cambio en la posicién 2’ del azacar del oligonuclétido impide que
la RNasa H pueda unirse al hibrido formado y se desestabilice el mRNA, por lo que esta
técnica resulta complicada. Otra de las moléculas utilizadas son las ribozimas, las cuales
tienen la habilidad de romper enlaces de tipo fosfodiester, por lo que se da el rompimiento
catalitico del mARN (Rossi, 1999). Debido a que las ribozimas tienen actividad enzimatica,
pueden llegar a tener diferentes sustratos que provoquen la disociacién enzima-sustrato, lo
cual se ha considerado una caracteristica limitante (Hertel et al, 1994; Hegg y Fedor, 1995),
aunado al hecho de que algunas ribozimas requieren le elevadas concentraciones de iones
metalicos divalentes para una actividad enzimatica eficiente sobre el sustrato, lo que resulta
inconveniente en ambientes intracelulares.

El contar con un modelo de musculo liso vascular deficiente de 8-SG de origen
humano provee la posibilidad de realizar estudios a distintos niveles tales como un analisis
del transcriptoma mediante el uso de microarreglos, o a nivel funcional con estudios de
protedmica, con los que se pueden detectar los procesos biolégicos alterados por la
deficiencia de la proteina 0-SG durante el dafio en la vasculatura coronatia en el desarrollo
de la cardiomiopatia dilatada. Y asi una vez localizados los genes y proteinas blanco del los
procesos biologicos alterados, es posible buscar terapias de tipo farmacolégico que ayuden

a la prevencion y retardo de la cardiomiopatia dilatada.



Conclusiones

iz Se obtuvo un cultivo celular de musculo liso de vena de cordon umbilical humano

con un alto grado de pureza cercano al 99%.

va Se sintetizaron y clonaron cuatro diferentes casetes de expresion de RNA de
interferencia dirigidos hacia los exénes 3, 4, 6 y 7 del transcrito de la proteina delta

sarcoglicano.

Se inhibié de manera especifica la expresion de delta sarcoglicano con la utilizacién
de siRNAs dirigidos hacia el ex6n 3 del mRNA de 8-SG, en células de musculo

liso vascular de origen humano con una eficiencia del 70%.

Se gener6 un modelo knock-down de 6-SG sarcoglicano utilizando siRNAs en

células de musculo liso vascular de origen humano.



Perspectivas

En este trabajo se generd por primera vez un modelo de musculo liso vascular
deficiente de 0-SG, el cudl permitird abordar de manera directa estudios que nos acerquen
al entendimiento del origen del dafio observado en musculo liso en los modelos animales
carentes de 8-SG. Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo (Ramirez,
2005; Palma, 2006) han demostrado que en células de musculo liso de vena de cordén
umbilical humano la presencia de al menos dos diferentes complejos proteinicos
asociados a distrofina fuera de las caveolas o a utrofina (UGC) dentro de las caveolas.
También se ha demostrado que en células de endotelio de vena de cordén umbilical
humano se encuentra asociada la sintasa de oxido nitrico (NOS) con el complejo de
glicoproteinas asociadas a utrofina, a demas se demostré que durante procesos de
estiramiento de las células endoteliales se lleva a cabo la activacion de la NOS con la
consecuente liberacion de oxido nitrico (Ramirez, 2007). Por otro lado es bien conocido
que la sintasa de oxido nitrico es fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del
sistema vascular. De acuerdo a estos datos y contando con el modelo de musculo liso
vascular deficiente de 0-SG, resultaria interesante estudiar la asociacion de la NOS con el
DGC/UGC en células de musculo liso vascular; y debido a la controversia que existe
acerca del tipo de origen (intrinseco o extrinseco) del dafio a nivel vascular que conlleva al
desarrollo de cardiomiopatia dilatada en los modelos murinos carentes de 8-SG , resulta
importante analizar alteraciones en las concentraciones de oxido nitrico al someter a las

células deficientes de 8-SG a un estiramiento mecanico, con lo que se demostratia por

primera vez que el dafio provocado por la deficiencia de 6-SG en musculo liso vascular se

debe a un mecanismo de origen intrinseco.
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