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1. Resumen 

Durante gran parte del siglo XX se aceptó como cierto que durante la interfase el DNA se encuentra 

desorganizado en el núcleo celular y así fue como se esquematizó en decenas de libros de biología 

celular y molecular: mostrando al DNA como un entramado de fibras que únicamente adquiere un 

alto nivel de organización cuando es necesaria la formación de cromosomas durante la división 

celular. 

A finales del siglo XIX, observaciones con microscopia óptica demostraron que, tras la división 

celular, los cromosomas de unas algunas especies mantenían cierta identidad que delimitaba su 

espacio en el núcleo celular. La evidencia temprana mostrada por el desarrollo de la microscopia 

electrónica no pudo sostener esta hipótesis y la investigación sobre la organización del genoma 

durante la interfase fue abandona; a excepción de un contado número de investigadores que 

siguieron apoyando la idea de un genoma organizado. Es hasta finales del siglo pasado y 

comienzos del actual que el avance en la microscopia electrónica e implementaciones de técnicas 

como FISH (hibridación fluorescente “in situ”), determinaron que el DNA en interfase no se 

distribuye de manera aleatoria en el núcleo, sino que presenta niveles de organización definidos y, 

aunque aún es bastante desconocida la dinámica in vivo del plegamiento de la cromatina, se ha 

adquirido bastante información sobre la organización espacial de los genomas. 

Hoy en día, se acepta que la expresión génica se da un contexto tridimensional donde la 

transcripción del DNA es regulada por la interacción de decenas de secuencias trans y cis, el estado 

conformacional de la cromatina, la exposición a factores de transcripción, la respuesta a señales 

externas y las necesidades funcionales y energéticas de la célula.  

Todo este conocimiento ha iniciado interesantes campos de investigación básica en la genómica, 

epigenética y epigenómica, con resultados que, aunque tempranos, pueden ser interpretados en 

contextos de salud y enfermedad junto con aplicaciones en el tratamiento de enfermedades como 

el cáncer. Este proyecto pretende intervenir en estas investigaciones, con la implementación de un 

método de estudio que permite visualizar in vivo la localización de locis específicos en el núcleo 

celular a través de un sistema novedoso y con ventajas prácticas y económicas sobre los métodos 

actuales, y además correlacionar estos estudios con la expresión génica durante el desarrollo del 

cáncer de mama. 
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2. Introducción 

El DNA posee un alto nivel de organización que influye en la expresión de genes, el 

comportamiento y la función celular. Está organización está regulada en distintos niveles y suele 

ser específica para los distintos linajes celulares. Desde cómo el DNA se compacta hasta estructuras 

como el cromosoma y después, cómo los cromosomas se organizan en el núcleo de una célula son 

temas de investigación que actualmente arrojan valiosa información sobre el desarrollo de una 

célula. 

2.1. La estructura del genoma 

Los miles de millones de pares de bases que conforman el DNA se localizan dentro del núcleo 

celular organizados en cromosomas que pueden ser visualizados durante la mitosis. Cada 

cromosoma está formado por una larga molécula de DNA que se asocia repetitivamente con 

moléculas que lo pliegan y empaquetan formando una estructura compacta llamada cromatina 

(Kornberg, 1974). Tradicionalmente, las proteínas que se unen al DNA de los cromosomas 

eucariontes se clasifican en dos grupos: las histonas y no-histonas. Las proteínas histonas son 

responsables del primer y más básico nivel de empaquetamiento del genoma, el nucleosoma: 

estructuras compuestas de un octámero de histonas (dos moléculas de cada una de las histonas 

H2A, H2B, H3 y H4), que forman un núcleo de proteínas alrededor del cual se enrollan 

aproximadamente 146 pares de bases del DNA; cada nucleosoma está separado del siguiente por 

una región de DNA puente o espaciador, de una longitud que varía de unos pocos hasta más de 80 

pares de nucleótidos (Figura I1) (Felsenfeld et al., 1996; Kornberg and Lorch, 1999).  
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Figura I1. Diagrama de organización del nucleosoma. Los nucleosomas son las unidades básicas de compactación 

de la cromatina. Las partículas del núcleo del nucleosoma (NCP) envuelven alrededor de 147 pb de ADN en ~ 1.7 

vueltas súper helicoidales zurdas alrededor de un octámero de cuatro tipos de histonas centrales (H3, H4, H2A y 

H2B - dos copias de cada uno) [1,2]. Los NCP están conectados además por cadenas de ADN enlazadoras y una 

histona H1 enlazadora interactúa aún más con los NCP y el ADN enlazador para facilitar la formación de estructuras 

de cromatina de orden superior. Los nucleosomas desempeñan funciones clave en la regulación epigenética de la 

transcripción, la replicación, la reparación del ADN y la reprogramación celular. (adaptado de Shaytan et al, 2015 y 

2016) 

Anteriormente se ha descrito un modelo jerárquico de organización en donde el plegamiento 

repetitivo de los nucleosomas forma una fibra similar a un «collar de perlas» de 10 nm de diámetro, 

que se pliega en forma de fibras de 30 nm, que a su vez se compacta progresivamente en fibras 

más grandes de 100-200 nm (Robinson and Rhodes, 2006). Sin embargo, otras investigaciones no 

han podido comprobar por técnicas de microscopia la existencia de la fibra de 30 nm  (Fussner et 

al., 2012; Joti et al., 2012; Nishino et al., 2012). Esta reorganización estructural entre fibras de 10 

y 30 nm se supone que corresponde a las transiciones entre la cromatina activa y reprimida al 

proporcionar barreras físicas que limitan el acceso al DNA de proteínas que son esenciales para 

procesos como la transcripción, replicación y reparación. (Fussner et al., 2012). Aunque aún no es 

clara la presencia de una fibra de 30 nm, nuevas investigaciones utilizando nanoscopía han 

demostrado que, en lugar de una alta organización de los nucleosomas, estos se organizan en 

grupos discretos denominados «clutches», de diferentes tamaños y densidades, que están 

espaciadas por regiones pobres en nucleosomas (Ricci et al., 2015).  

Los grandes clutches se relacionan con un estado conformacional de la cromatina llamado 

heterocromatina que es transcripcionalmente inactivo (Berger, 2007). Por otro lado, los pequeños 

grupos de nucleosomas con menor compactación corresponden a regiones cromatina activa, 

eucromatina, ya que están asociados a la ARN polimerasa II (Berger, 2007; Kouzarides, 2007; 

Ricci et al., 2015) (figura I2). El estado conformacional de la cromatina en que se encuentre un 

gen es un mecanismo central de regulación epigenética. Las diferencias entre que la cromatina se 

compacte hasta heterocromatina o se encuentre de manera laxa en forma de eucromatina, reside 

en una combinación del estado de metilación del DNA y modificaciones postraduccionales de 

histonas (Bernstein et al., 2007) (Figura I2).  
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Figura  I1 Los dominios de eucromatina y heterocromatina tienen características estructurales y funcionales 

distintivas. Se representa un esquema de los procesos que generan y distinguen la eucromatina de la 

heterocromatina constitutiva. Ambos dominios cromatínicos se diferencian en el tipo de transcritos de RNA 

producidos, el tipo de complejos proteicos que reclutan, las distintas modificaciones covalentes de las histonas, la 

composición en variantes de histonas y el grado de metilación del DNA (adaptado de Allis et al, 2015) 

La metilación del DNA es un proceso post-replicativo que ocurre principalmente en pequeñas 

secuencias del DNA. En vertebrados, esta modificación ocurre sólo en el dinucleótido CpG (Bird, 

2002). La distribución en el genoma de los dinucleótidos CpG en las que se produce la metilación 

del DNA suele ocurrir en secuencias de DNA de aproximadamente 200 pares de bases, con un alto 

contenido de guaninas y citosinas que están asociadas con la región promotora de 

aproximadamente el 60% de todos los genes  (Bird, 2002; Klose and Bird, 2006; Li and Zhang, 

2014). Normalmente, en los sitios de genes activos con islas CpG no metiladas en regiones 

promotoras, los nucleosomas están ampliamente espaciados irregularmente y de una manera 

favorable para el acceso de las proteínas que activan la transcripción. En contraste, cuando las islas 

CpG en regiones promotoras están fuertemente metiladas, los nucleosomas están fuertemente 

compactados y regularmente espaciados, esta configuración excluye proteínas que activan la 
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transcripción de genes o les impide actuar como activadores de genes. (Li et al., 2007; Li and 

Zhang, 2014).  

El otro mecanismo de regulación de los nucleosomas se encuentra en las modificaciones 

postraduccionales de ciertos residuos de aminoácidos de las histonas. Las histonas centrales que 

conforman el nucleosoma están sujetas a más de 100 modificaciones postraduccionales diferentes, 

incluyendo acetilación, metilación, fosforilación sumoilación y ubiquitinación (Berger, 2007; 

Bernstein et al., 2007). Estas se producen principalmente en posiciones específicas amino-terminal 

dentro de las colas de las histonas y dependiendo del tipo de modificación y sustrato, además de 

una sumatoria de las demás modificaciones, la cromatina puede encontrarse en un estado activo o 

inactivo (tabla I1). 

 

Tabla I1. Modificaciones postraduccionales de las histonas 

2.1.1. Distribución del genoma en el núcleo celular 

El cómo se organiza el DNA durante la interfase en el núcleo celular ha sido un área explorada por 

distintos investigadores y técnicas. Las primeras observaciones sobre la organización del genoma 

durante la interfase fueron hechas por Carl Rabl a finales del siglo XIX (Rabl, 1885). Poco después, 

Theodor Boveri observó en embriones de gusano que los cromosomas divididos después de la 

profase conservan su identidad durante la interfase y se localizan en regiones definidas dentro del 

núcleo celular en territorios cromosómicos (Boberi, 1909). Sin embargo, las observaciones con 

microscopia electrónica de la década de los 70’s no mostraba signos de organización alguna del 
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DNA durante la interfase (Stack et al., 1977; Wischnitzer, 1973), sino fibras de cromatina con 

distinta densidad, desorganizadas a lo largo del núcleo, lo que propicio que la idea de una DNA 

organizado fuera dejada de lado por la mayoría de los investigadores. 

A mediados de la década de 1980, se desarrolla la hibridación fluorescente in situ (FISH) del DNA, 

una técnica que se hizo posible la visualización directa de los territorios cromosómicos y con esto 

la organización y distribución de los cromosomas durante la interfase (Manuelidis, 1985; Schardin 

et al., 1985). Uno de los primeros trabajos que utilizaron FISH para determinar la posición de 

cromosomas durante la interfase se realizó en el núcleo de linfocitos, este trabajo pionero encontró 

diferencias consistentes y distintivas en la localización y la morfología de los cromosomas 18 y 19 

(Croft et al., 1999).  El cromosoma 19 es el que contiene más genes transcripcionalmente activos 

del genoma y se ubica de manera recurrente en el centro del núcleo. Por el contrario, el cromosoma 

18 es pobre en genes, e interesantemente se encuentra en estado de heterocromatina y 

preferentemente asociado a la lámina nuclear (Figura I3). 

 

 

Figura  I2 Diferencias morfológicas y estructurales entre el cromosoma 18 y 19 visualizadas por FISH en 

linfocitos humanos. El cromosoma 19 humano denso en genes se encuentra constantemente en el interior de 

núcleos humanos de linfocitos y fibroblastos, mientras que el cromosoma el gen de pobre 18 se encuentra 

preferentemente en la periferia nuclear (Croft, et. al., 1999). 
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La organización del genoma también está dirigida por la asociación del DNA con estructuras del 

núcleo celular. Los dominios asociados a la lámina (LADs) (Zuleger et al., 2011) y dominios 

asociados al nucléolo (NADs) (Brodsky et al., 2005), interactúan con componentes de la lámina 

nuclear y del nucléolo, respectivamente. Los cromosomas que particularmente poseen LADs son 

pobres en genes o se encuentran transcripcionalmente inactivos en un estado de heterocromatina 

peri-centromérica, contribuyendo con la organización espacial del genoma (Fraser et al., 2015). 

De manera similar NADs sobrelapan con LADs, pero se encuentran en locus pobres en genes y en 

GC que precipitan con el nucléolo transcripcionalmente inactivo.  

Además de heterocromatina, a lo largo de la lámina nuclear pueden encontrarse zonas de exclusión 

de heterocromatina muy cercanas al ambiente del poro nuclear (Krull et al., 2010). En estas zonas 

el genoma se encuentra en estado de eucromatina y aunque los resultados no han sido concluyentes, 

se piensa que las proteínas del poro nuclear pueden afectar las marcas de la cromatina y contribuir 

a la expresión génica (Liang et al., 2013). 

La organización territorial de los cromosomas en interfase y la importancia funcional de la 

estructura tridimensional del genoma son ahora generalmente aceptados como un principio básico 

de la organización nuclear, tanto en animales (Cremer et al., 2008) y plantas (Shaw et al., 2002), 

y puede incluso llevar a cabo para eucariotas unicelulares. 

2.2.1. Microscopía: FISH y Super resolución 

A mediados de la década de 1980, con el desarrollo de la hibridación fluorescente in situ (FISH) 

del DNA, se hizo posible la visualización directa de los territorios cromosómicos y con esto la 

organización y distribución de los cromosomas durante la interfase (Manuelidis, 1985; Schardin 

et al., 1985). Actualmente, nuestra información sobre la organización del genoma está 

principalmente construida por los resultados expuestos por dos tipos de enfoque. El primero de 

ellos es la hibridación fluorescente in situ, visualizada por microscopia. FISH es una técnica 

citológica de marcaje de cromosomas por la cual éstos se hibridan con sondas fluorescentes 

complementarias, y permiten la visualización directa de los cromosomas, y su identificación. Hoy 

en día, el método de FISH ha evolucionado hasta enfoques de FISH multicolor de tres dimensiones 

(Figura I4), que permiten la coloración simultánea de múltiples cromosomas y en combinación 

con microscopía tridimensional y técnicas de reconstrucción de imágenes, revelan la dispersión 

radial y la posición de los cromosomas en núcleos preservados en interfase (Bolzer et al., 2005; 
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Cremer et al., 2008). Este enfoque se ha convertido en un método revelador para el estudio de los 

arreglos de orden superior en lo que conocemos como territorios cromosómicos (Wendt y 

Grosveld, 2014)  

La capacidad para caracterizar la estructura de la cromatina por FISH-3D se encuentra con 

limitaciones técnicas incluyendo las diferencias en los métodos de fijación y la eficiencia de la 

sonda en los pares de cromosomas, así como una baja resolución sobre las interacciones físicas 

entre secuencias específicas y la dinámica nuclear de la cromatina, las cuales pueden afectar la 

delimitación del territorio cromosómico (Ta et al., 2014). 

Pese a las adversidades presentes en la metodología de FISH-3D, el desarrollo de formación de 

imágenes de inmunofluorescencia con microscopia de súper resolución, con la ventaja de eludir el 

límite de difracción clásica, ha revolucionado la forma en que se puede estudiar la estructura 

tridimensional del núcleo celular (Jungmann et al., 2014). Esta nueva herramienta permite la 

evaluación cuantitativa de los diferentes niveles de compactación de la cromatina, los que reflejan 

diferentes regiones o sub-compartimentos del paisaje nuclear 3D, y las mediciones de distancias 

absolutas entre los sitios de diferente compactación de la cromatina. Además, estas herramientas 

permiten el mapeo 3D de secuencias de DNA/RNA específicas y proteínas nucleares relativos a los 

mapas de la cromatina de compactación 3D y comparaciones de múltiples núcleos celulares 

(Schmid et al., 2017). 

 Figura 3. Territorios cromosómicos. Arriba. 

Representación de color de todos los TC visibles 

en esta sección después de la clasificación con l 

FISH de colores. Abajo. Reconstrucción 3D de la 

disposición de territorios cromosómicos en el 

núcleo desde diferentes ángulos (Tomada de 

Bolzer et al., 2005). 
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2.2.2. Técnicas basadas en captura conformacional de la cromatina (3C)  

Las técnicas para definir los límites de los territorios basadas en el principio de la captura 

conformacional de la cromatina (3C), han aportado evidencia sobre un sistema de regulación 

influenciado por la organización espacial del genoma. Estudios 3C han demostrado la 

comunicación de largo alcance entre potenciadores y genes se lleva a cabo a través de un bucle de 

la cromatina, factores de transcripción y represores transcripcionales (Dekker et al. 2002). 

Junto con las técnicas que posteriormente se desarrollaron con el principio de 3C (Denker A y de 

Laat W, 2016), a introducción de tecnologías de alto rendimiento, combinado con metodologías 

bioquímicas existentes condujo al desarrollo de técnicas que permiten la exploración de la 

organización del genoma a una escala global (Dekker et al., 2002). Entre los descubrimientos más 

importantes ha sido la demostración de que los cromosomas se subdividen en dominios 

estructurales conocidos como TADs (dominios topológicamente asociados) (Figura I5). Cada TAD 

es considerado como la unidad funcional del cromosoma con organización espacial definida en el 

que los promotores pueden encontrar sus respectivos potenciadores y viceversa (Shen Y et al., 

2012). Con este enfoque, se ha hecho posible determinar interacciones espaciales no aleatorias del 

genoma entre segmentos de DNA específicos en cis y trans a un locus de referencia sobre un 

determinado territorio cromosómico (Miele y Dekker, 2008; Baù y t D, Marti-Renom, 2011). 

Sin embargo, las técnicas basadas en 3C tienen dos limitaciones para poder ofrecer una imagen 

completa de la organización del genoma. En primer lugar, algunas de las características genómicas 

emergentes cambian dependiendo de la escala a la que se estudia el genoma. Por ejemplo, la 

existencia de los TADs es cuestionada cuando el genoma es interrogado a escalas más finas. En 

segundo lugar, los experimentos basados en 3C normalmente se llevan a cabo con decenas de 

millones de células, esto indica que el análisis de matrices de interacción basado en 3C requiere 

de análisis estadísticos rigurosos. 

2.3. Organización espacial del genoma en cáncer 

Incluso con toda la información disponible sobre la organización del genoma, el efecto que tiene 

la reorganización de genes o incluso de cromosomas completos en distintas enfermedades aún no 

es claro; aunque ahora es posible reconocer cambios discretos y cuantificables entre células. La 

epilepsia fue la primera enfermedad en donde se observó el reposicionamiento del centrómero del 

cromosoma X hacía la envoltura nuclear o en el borde del nucléolo en neuronas del foco epiléptico, 
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a diferencia de las células no afectadas de los pacientes (Borden and Manuelidis, 1988). Desde 

entonces, el reordenamiento del material genético se ha asociado una amplia lista de enfermedades 

como el síndrome de Hutchinson-Gilford (McCord et al., 2013; Taimen et al., 2009), síndrome de 

Down (Paz et al., 2015), infecciones del virus  Epstein-Barr (Li et al., 2010) y sobre todo con el 

cáncer (Yu and Mitchell, 2014), en donde el alto nivel de inestabilidad genómica (Hanahan and 

Weinberg, 2011), resulta en una interrupción global de la organización espacial del genoma. 

El cáncer es el resultado de mutaciones somáticas (Hanahan and Weinberg, 2000) y cambios en el 

perfil epigenético de las células (Jones and Baylin, 2007), e incluso mutaciones heredadas a través 

de la línea germinal que predisponen al individuo hacía la enfermedad (Hall et al., 2016). La 

inestabilidad genómica del núcleo celular es causa de fallos en los mecanismos de mantenimiento 

y reparación del genoma, por ejemplo, los controlados por el gen housekeeping TP53 (Lane, 1992; 

Sigal and Rotter, 2000), que resultan ser ventajosamente selectivos y decisivos para el desarrollo 

del fenotipo cancerígeno (Hanahan and Weinberg, 2011). 

Los eventos de reorganización genómica más conocidos en el desarrollo del cáncer son debidos a 

translocaciones del genoma y el incremento del número de copias de una región cromosómica. 

Ambos mecanismos son la forma frecuente del porqué los proto-oncogenes se transforman en 

oncogenes. Entre estos proto-oncogenes, el receptor del factor de crecimiento epidermal humano 

(Her2), se destaca por ser un marcador clínico que se encuentra amplificado entre el 10-20% de 

todos los casos de cáncer de mama. La sobre expresión de este gen está relacionado con un pobre 

pronostico y resistencia a quimioterapia. Hoy en día, existen tratamientos contra tumores de cáncer 

de mama subtipo Her2, con trastuzumab y lapatinib, sin embargo, tumores con alteraciones 

genéticas de Her2 suelen tener resistencia a estas terapias y una baja tasa de supervivencia. Los 

mecanismos por los que cánceres Her2 positivos pueden o no mostrar resistencia son poco 

conocidos. Hasta ahora son pocos los estudios que han abordado la relación entre la relocalización 

específica de genes con el desarrollo del cáncer. En el caso del cáncer de mama destacan las 

investigaciones realizadas por un grupo de investigación estadounidense que ha demostrado que 

la reorganización del genoma se da en etapas tempranas de la diferenciación del tejido mamario y 

del tejido cancerígeno (Meaburn and Misteli, 2008). Específicamente, durante el desarrollo de 

células cancerígenas impulsado por mutaciones inducias en Her2, los genes AKT1, BCL2 y VEGF, 

incluido Her2, se relocalizan en el núcleo celular. Además, esta relocalización tiene implicaciones 
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con el nivel de expresión de cada gen. Otro estudio ha demostrado que los genes FLI1, HES5, 

MMP9, HSP90AA1, TGFB3, MYC, Her2, FOSL2, CSF1R y AKT1 cambian la posición radial en 

el núcleo celular. 

 

Se ha comprobado que en líneas celulares de cáncer de mama se produce un cambio significativo 

en un conjunto de genes que son vecinos cercanos espaciales del gen que codifica la proteína 3 

de unión al factor de crecimiento parecido a la insulina (IGFBP3) (Zeitz et al., 2013). IGFBP3 es 

una proteína que modula el crecimiento y la supervivencia celular mediante la unión a los 

factores de crecimiento similares a la insulina I y II, y la regulación de su biodisponibilidad 

(Firth and Baxter, 2002). Durante el desarrollo del cáncer de mama, IGFBP3 funciona como un 

modulador del crecimiento de células cancerígenas independientemente de los factores de 

crecimiento similares a la insulina (Mohan and Baylink, 2002) y se relaciona con casos de cáncer 

con pronóstico pobre (Yu et al., 1998). Los cambios en las interacciones de IGFBP3 permite que 

Figura I4 Reorganización espacial en el cáncer de mama. (A) FOLS2 (verde) y CSF1R (rojo), y (B) de ERBB2 

(verde) y MYC (rojo) son detectados por FISH en un panel de 11 tejidos normales y 14 de carcinoma humano de 

mama invasivos. Se confirma la relocalización de genes hacia la periferia del núcleo y la amplificación del gen Her2 

en el desarrollo del cáncer de mama (Tomado de Meaburn et al., 2009). 
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interactúe espacialmente con EGFR y con la familia de genes BCAS, aumentando el perfil de 

expresión de este conjunto de genes y promoviendo su actividad, lo que conlleva al aumento 

proliferativo de las células de cáncer de mama (Butt et al., 2004; Zeitz et al., 2013). 

El reposicionamiento espacial de genes influenciado por eventos de amplificación génica, como 

los observados en el caso del gen HER2 (Figura I6), es un efecto significativo de la inestabilidad 

genómica asociada al desarrollo de cáncer. Además, numerosos estudios han evidenciado una 

relación entre la ploidía del DNA con el riesgo de recurrencia y mortalidad en cáncer de mama. 

Aunque los resultados han causado opiniones controvertidas, recientemente un metaanálisis que 

emplea análisis estadísticos sobre más de 140,000 muestras clínicas de varios tipos de cáncer, 

demostró que los eventos de amplificación génica determinan buena parte de los aspectos clínicos 

del cáncer de mama, y que muchas veces estos están asociados con casos de cáncer más agresivos 

y avanzados como es el caso del impulsado por las amplificaciones del gen HER2  (Zack et al., 

2013).  

 

Figura I5 Detección de amplificación de Her2. Arriba (a) Resultado de FISH con una relación de señal de 1.22 (no 

amplificado). (b) resultado DISH del mismo paciente con una relación de señal de 1,45 (no amplificado). Abajo (c) 

Resultado de FISH con una relación de señal de 4.4 (amplificada). (d) resultado DISH del mismo paciente con una 

relación de señal de 4.97 (amplificada) (Tomada de Zack et al., 2013). 
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Estudios sobre la amplificación de oncogenes con técnicas como FISH (Meaburn et al., 2009; Zeitz 

et al., 2013) y genómica comparativa (Zack et al., 2013), han descrito la amplificación recurrente 

del número de copias de un número significativo de oncogenes específicos con importancia clínica, 

incluyendo ERBB2 (Her2), MYC, EGFR, TOP2A, CCND1, EMSYT, FGFR1, ESR1, PGR y ESR1 

(Figura I7).  

 

Figura  I6 Frecuencia de amplificación de genes en el “pangenoma del cáncer”. En el caso del cáncer de mama 

(BRCA, recuadro amarillo), MYC, MCL1, EGFR son comúnmente amplificados. Los genes relacionados con la 

amplificación codifican para proteínas que regulan el ciclo celular, la expresión génica, entre otras (LUAD: 

adenocarcinoma de pulmón; LUSC, células escamosas del pulmón; HNSC, células escamosas de cabeza y cuello; 

KIRC, cáncer renal; BRCA, cáncer de mama; BLCA, cáncer de vejiga; CRC, cáncer colorrectal; UCEC, cáncer 

cervical uterino; GBM, glioblastoma multiforme; OV, cáncer de ovario) (Tomado de Zack et al., 2013). 

Específicamente, un cambio de expresión global de tumores con amplificación del gen Her2 en 

contraste con tumores estrógeno positivo, triple negativo y tumores benignos fue por primera vez 

reportado por Kalari et al. (2013), donde se describe que los cánceres de mama HER2+ expresan 

de manera diferencial 685 genes en comparación con los otros subtipos de cáncer (Figura I8). 

Además, esta diferencia de expresión estaría relacionada con el establecimiento y biología de 

tumores HER2+ al favorecer la transducción de señales y transcripción; síntesis, degradación y 

secreción de proteínas; procesamiento de ARN; y procesos asociados con la fase G2/M del ciclo 

celular. Entre estos procesos están la señalización de integrina, la señalización de la GTPasa de la 

familia RHO y procesos relacionados con el citoesqueleto (por ejemplo, la progresión de la fase 

M), los cuales representan un conjunto de funciones interconectadas que son críticas para el 

establecimiento y/o mantenimiento del tumor HER2+.  
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Figura  I7 Agrupación de genes expresados de forma única en tumores HER2. Agrupamiento jerárquico de 685 

genes expresados diferencialmente en tumores HER2-positivos en comparación con otros subtipos de tumores. 

Tomado de Kalari et al. (2013). 

Las diferencias entre los patrones de posicionamiento del genoma entre los tejidos normales y el 

cáncer, o entre diferentes subtipos de cáncer, independientemente de por qué el genoma se 

reorganiza tienen el potencial de ser explotados para uso diagnóstico (Meaburn, 2016). 

Actualmente, los programas de detección temprana del cáncer, en particular aquellos dirigidos a 

la población, tales como la mamografía, las exploraciones con tomografía computarizada o los 

niveles séricos del antígeno prostático específico, son a menudo causa de sobrediagnóstico que 

puede derivar en un tratamiento innecesario para el paciente. Por otro lado, los cánceres derivados 

del mismo órgano pueden ser bastante heterogéneos entre sí, y su clasificación se basa en patrones 

morfológicos, características clínicas y/o características moleculares (Yu and Mitchell, 2014) .  

Sin embargo los actuales métodos histológicos de diagnóstico son insuficientes, ya que en la 

mayoría de los casos existe un límite a la información de pronóstico que puede ser obtenida a partir 

del análisis histológico, y el patólogo puede ser incapaz de distinguir de cánceres agresivos con un 
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alto grado de certeza, así que pacientes con tumores histológicamente similares pueden tener 

distintos resultados clínicos, por lo que predecir la supervivencia del paciente sigue siendo difícil 

(Meaburn, 2016).  

Es importante destacar que, el mapeo de los patrones de posicionamiento espacial de los loci 

genómico específico puede distinguir el tejido canceroso del benigno con gran precisión. Así el 

posicionamiento genómico surge como un atractivo nuevo biomarcador. Definir los patrones de 

posicionamiento génicos para oncogenes del cáncer de mama y de tejido normal podría integrarse 

en el uso clínico, ya que sólo requiere una pequeña muestra de tejido para el análisis (100-1000 

células), lo que significa que no requiere procedimientos invasivos adicionales para el paciente. 

Aunque actualmente CISH y en menor medida FISH, ya se utiliza en los laboratorios de 

diagnóstico, la infraestructura para este tipo de análisis es costosa y sólo es común en países 

desarrollados. Queda por ver la viabilidad de esta tecnología de diagnóstico para todas las 

economías en desarrollo.  

Los recientes avances en una técnica de edición de genomas llamada CRISPR-Cas9 han 

implementado nuevas metodologías para localizar loci con alta precisión en las células vivas (Chen 

et al., 2013; Ma et al., 2015). Con ventajas prácticas y económicas sobre los métodos 

convencionales, los estudios sobre la aneuploidía, las translocaciones y el reposicionamiento de 

genes, podrían ser implementados de manera rutinaria en las clínicas de diagnóstico. 

2.4. CRISPR 

El sistema CRISPR se ha identificado en una amplia gama de bacterias y arqueas como un tipo de 

sistema inmunológico adaptativo que las protege contra la invasión de material genético viral o de 

otros plásmidos bacterianos. En conjunto el sistema está compuesto por un locus de repeticiones 

palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) asociadas a genes Cas, 

RNAs no codificantes y un conjunto distintivo de elementos repetitivos derivados de DNA exógeno 

conocido como protospacers, separados por secuencias variables cortas, que en conjunto 

constituyen la matriz ARN CRISPR (crRNA). Cada protospacer siempre se asocia con una 

secuencia de 3 pares de bases llamada protospacer adjacent motif (PAM), que puede variar 

dependiendo del sistema específico CRISPR (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005). 

El sistema CRISPR tipo II es el mejor caracterizado. Consiste en la nucleasa Cas9, la matriz crRNA 

que codifica el RNA guía y un RNA auxiliar de transactivación, tracrRNA, que facilita el 
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procesamiento de la matriz crRNA en unidades discretas. Cada unidad crRNA contiene la 

secuencia guía de 20 nucleótidos y una repetición directa parcial, donde el primero dirige a Cas9 

a través de un apareamiento de bases (Makarova et al., 2013) (figura I9). 

La vía por la cual CRISPR tipo II defiende a una bacteria de la introducción de material extraño 

está dividida en tres etapas. 1) Adquisición: en donde material genético de virus u otras bacterias 

se introducen en la bacteria, entonces Cas1, Cas2 y Cas9 en conjunto con un tracrRNA seleccionan 

una secuencia del material genético foráneo a través del reconocimiento de un dominio PAM. Un 

corto spacer de aproximadamente 20 nucleótidos adyacente al PAM es escindido y dirigido al 

locus de cadena sencilla CRISPR inmediatamente después del locus de proteínas Cas y un 

tracrRNA. 2)Transcripción y maduración del crRNA: el arreglo CRISPR y tracrRNA es transcrito 

y se une a Cas9 donde un crRNA es escindido de manera específica por la RNasa III. El complejo 

crRNA:tracrRNA permanece unido a Cas9 de manera estable como un heterodúplex. 3) 

Identificación y clivaje: durante una reinfección con DNA foráneo, el spacer del complejo 

Cas9:RNAs se une de forma secuencia complementaria con el material genético foráneo, es 

entonces cuando Cas9 adopta una conformación activa y provoca un rompimiento de doble cadena 

de la cadena de ácidos nucleicos foráneos, protegiendo a la célula (Makarova et al., 2013; Ratner 

et al., 2016) (Figura I9A).  

2.4.1 CRISPR-Cas9 

Desde que se publicó la utilidad del sistema CRISPR-Cas9 para la edición de genomas (Jinek et 

al., 2012), rápidamente fue adaptado para su uso en células eucariotas e implementado en diversos 

proyectos dada la facilidad con la que puede modificar de manera precisa la secuencia de un gen, 

y también cambiar el perfil de expresión de una célula. Una quimera tracrRNA:crRNA fue 

diseñado como un small guide RNA (sgRNA) que posee dos características críticas: la secuencia 

de 20 nucleótidos en el extremo 5' del sgRNA que determina el sitio diana de DNA al que se unirá 

por emparejamiento de bases, y una secuencia de doble cadena en el lado 3' de la secuencia guía 

que se une a Cas9 . Esto creó un simple sistema de dos componentes en el que cambia a la secuencia 

de guía (20 nucleótidos en el ARN nativo) de la sgRNA se puede utilizar para programar CRISPR-

Cas9 para dirigirse a cualquier secuencia de ADN de interés, siempre que sea adyacente a un PAM. 
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Figura  I8 Resumen del mecanismo de inmunidad bacteriana CRISPR/Cas. A) Se representa el mecanismo de 

defensa contra virus CRISPR-Cas tipo II de Streptococcus pyogenes. El locus CRISPR-Cas contiene cuatro genes 

Cas, una región codificante para el tracrRNA y un arreglo tipo CRISPR-spacer. Las proteínas Cas9 y el transcrito 

precursor pre-crRNA junto con moléculas de tracrRNA dan lugar a los complejos maduros crRNA:tracrRNA:Cas9. 

Cuando se detecta una secuencia PAM en el genoma de un virus invasor (NGG en S. pyogenes) y la región adyacente 

es complementaria al spacer del crRNA, Cas9 cataliza una rotura de doble cadena que detiene el proceso de infección 

viral. (B) La herramienta CRISPR-Cas9 ha sido adaptada para su uso en la edición del genoma de células eucariontes, 

así como en embriones, a través del uso de plásmidos que codifican para la nucleasa Cas9 y un single-guide RNA 

(sgRNA). (C) En el núcleo de las células eucariontes, el sistema CRISPR-Cas9 corta el DNA con una rotura de doble 

cadena, que puede ser reparada. El mecanismo de reparación de “nonhomologous end-joining (NHEJ)” da lugar a 

inserciones y deleciones (INDEL) de nucleótidos, mientras que el mecanismo “homology-directed repair (HDR)”,  

puede ser utilizado para generar inserciones o ediciones dirigidas y precisas del genoma a través de la presencia de 

brazos de homología que se introducen junto con el sistema CRISPR. Adaptado de Montoliu y Mujica, 2016 

 

Anteriormente, nucleasas de dedos de zinc (ZFN) (Bibikova et al., 2003; Bibikova et al., 2002)y 

nucleasas tipo activadores de transcripción (TALEN) (Boch et al., 2009; Christian et al., 2010; 

Moscou and Bogdanove, 2009), habían sido utilizadas para la edición de genomas, sin embargo, 

requerían de la ingeniería de proteínas para cada sitio diana que quería ser modificado. La ventaja 

que supone el sistema de edición del genoma mediado por CRISPR-Cas9 frente a estos otros es 
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que CRISPR/Cas9 requiere sólo un cambio en la secuencia guía de RNA para dirigir la edición a 

prácticamente cualquier sitio del genoma (Jinek et al., 2012). 

2.4.2. CRISPR-dCas9 

Basado en el funcionamiento de CRISPR, un nuevo enfoque puede localizar secuencias in vivo a 

través de 1) Cas9-nucleasa inactiva, dCas9 (d, del inglés dead), que conserva su capacidad de 

reconocer específicamente un loci en el DNA, pero sin cortarlo, además de que en un sistema es 

posible agregar secuencias codificantes de proteínas fluorescentes; 2) sgRNA específico para una 

secuencia que dirige el reconocimiento específico al loci en el DNA. El resultado obtenido es una 

secuencia especifica enriquecida con señales fluorescentes que pueden visualizarse in vivo por 

microscopia (Chen et al., 2013; Ma et al., 2015). 

El sistema CRISPR-dCas9 ha sido desarrollado en tres trabajos distintos. El primero utilizó el 

sistema CRISPR-dCas9 con señales de la proteína EGFP para visualizar la localización del gen 

MUC4, dirigiendo los sgRNA hacía secuencias repetitivas localizadas entre los primero exones e 

intrones del gen (Chen et al., 2013). Después, otro grupo de investigación diseño un sistema 

«multicolor» para poder rastrear secuencias con tres proteínas fluorescentes distintas: proteína 

fluorescente verde (GFP), proteína fluorescente roja (RFP) y proteína fluorescente azul (BFP) (Ma 

et al., 2015). En el trabajo de Ma et al. (Figura I8), cada par de plasmidos sgRNA-CRISPR-dCas9 

pertenece al sistema CRISPR de tres bacterias distintas: S. pyogenes, Neisseria meningitidis y 

Streptococcus thermophilus en donde se expresa una proteína de color distintas. S. pyogenes con 

RFP, N. meningitidis con GFP y S. thermophilus con BFP. La metodología CRISPR-dCas9 evaluó 

las relaciones espaciales intercromosomales o intracromosomales de dos locis aleatorios del 

genoma. En la figura #A se visualiza una secuencia aleatoria del cromosoma 9 a través de dos 

proteínas fluorescentes distintas (roja y verde). La relación espacial es constante entre ambas 

pruebas. En #B se examina la relación intercromosomal de una secuencia aleatoria del cromosoma 

9 y otra del cromosoma 13 y, por último, en C se analiza la relación espacial intracromosomal de  

dos secuencias aleatorias del cromosoma 9 que se ubican a 75 Mbs de distancia. Los resultados 

obtenidos son comparables con metodologías FISH sobre la distancia en µm a la que se encuentran 

estas dos secuencias. CRISPR-dCas9 tiene la capacidad para distinguir entre dos secuencias que 

se ubican hasta 2 Mbs de distancia.  
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Dos secuencias del cromosoma 13 y otra secuencia telomérica ubicada a 2 Mbs fueron visualizadas 

con colores distintos. Primero en la figura I10. A se visualizan dos secuencias aleatorias que se 

encuentra a 2 Mbs de distancia. En la figura 8.B a se visualizan dos secuencias aleatorias del 

cromosoma 13. La fusión de imágenes de ambas pruebas muestra las dos señales fluorescentes 

muy cercanas una de otra, lo que esperaría dada la distancia a la que se encuentra.  

 

Figura  I9 Relación intercromosomal e intracromosomal por CRISPR-dCas9. A. Localización de una secuencia 

específica del cromosoma 9, C9-1, con dos proteínas fluorescentes distintas. B. Relación intercromosomal entre C9-

1 y C13-1. C. Relación intracromosomal entre dos secuencias aleatorias del cromosoma 9 ubicadas a 75 Mbs de 

distancia (Tomado de Maa et al., 2015) 

 



28 
 

Aprovechando la precisión del sistema CRISPR-dCas9 para localizar locis específicos de forma 

in vivo, este trabajo pretende localizar de forma específica oncogenes con importancia clínica en 

el cáncer de mama. De esta manera comprobar que CRISPR-dCas9 es capaz de detectar el número 

de copias de un gen en el núcleo, relocalización específica de genes y patrones de reorganización 

establecidos durante el desarrollo del cáncer de mama. 
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3. Planteamiento del problema y justificación 

La reorganización espacial intranuclear de ciertos oncogenes se ha observado en diversos tipos de 

cáncer. Además, los eventos de amplificación génica específicos para oncogenes y su participación 

en el cáncer de mama también han sido estudiados desde hace varios años. En este contexto, la 

relocalización en el núcleo de oncogenes, amplificados o no, podría indicar cambios en el perfil 

de expresión. Estos cambios topológicos podrían utilizarse como un biomarcador para entender el 

desarrollo del cáncer de mama y el pronóstico de la enfermedad. 

Además, tecnologías innovadoras como CRISPR-dCas9, pueden proporcionar información 

precisa, por encima de técnicas como FISH, sobre el estado de la localización de genes y su 

reorganización espacial en el núcleo durante el desarrollo de cáncer de mama. En este escenario, 

la tecnología CRISPR-dCas9 para marcar locis genómicos en células vivas surge como una 

alternativa al FISH. Además, el campo de la oncología avanza hacia una medicina más 

personalizada para los pacientes, por lo que el uso de cultivos primarios para caracterizar tumores 

se está generalizando poco a poco. El sistema CRISPR-dCas9 para visualizar arreglos genómicos, 

reorganización espacial de genes, amplificaciones o deleciones de genes marcadores e incluso 

heterogeneidad tumoral puede aportar información muy valiosa en dicha caracterización de 

cultivos primarios tumorales.  
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4. Hipótesis 

La reorganización espacial de tipo loci específico dentro del núcleo en interfase de células 

provenientes de cáncer de mama, promovida por eventos de amplificación génica o inestabilidad 

genómica pueden ser visualizado mediante el sistema CRISPR-dCas9 en células vivas y así poder 

proporcionar una valiosa herramienta para la caracterización de algunos tipos de tumores. 
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5. Objetivos 

Objetivo general:  

Desarrollar un protocolo CRISPR-dCas9 en líneas celulares de cáncer de mama para visualizar la 

localización de oncogenes con importancia clínica y cuya amplificación ha sido reportada en el 

desarrollo y pronóstico de la enfermedad.  

Objetivos particulares: 

1) Construir plásmidos que dirijan a un complejo dCas9 marcado con proteína fluorescente 

verde al loci genómico de HER2 

2) Transfectar líneas celulares modelo para el estudio molecular del cáncer mama, 

pertenecientes a dos distintos subtipos, con los plásmidos construidos para visualizar la 

localización intracelular del gen HER2 las células individuales vivas. 

3) Cuantificar el posicionamiento radial de HER2 al interior del núcleo, así como su posible 

amplificación, y evaluar el potencial de la herramienta construida.  
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6. Estrategia experimental 

6.1. Plásmidos del sistema CRISPR-dCas9 

Para la transfección de la endonucleasa inactiva dCas9 y los sgRNAs, se utilizaron los plásmidos 

del sistema CRISPR-dCas9 multicolor (Ma et al., 2015). 

En el sistema CRISPR multicolor, el vector de expresión para los sgRNA, pLH-stsgRNA3.1 

(Addgene #64118), está basado en el plásmido de expresión lentiviral pLKO.1 que contiene dos 

sitios de corte por la enzima de restricción BbsI para la inserción de la secuencia sgRNA (Figura 

M1a). Los sgRNAs se insertan unas pocas pares de bases después del promotor hU6 entre la 

secuencia del gen ccdb. El vector de expresión de dCas9-GFP es pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-

3XGFP-2nls (Addgene #64113) (Figura M1b).  

El sistema CRISPRainbow es una mejora del sistema CRISPR multicolor que permite, a través de 

la combinación de proteínas fluorescentes, detectar hasta 7 locis distintos en la misma célula. El 

sistema utiliza tres plásmidos: I) un plásmido que codifica un sgRNA fusionado a aptámeros que 

pueden unir proteínas fluorescentes y que en conjunto dirige a dCas9 hacía un gen diana: pLH-

sgRNA1-2XPP7 (Addgene #75390)(Figura M2a) II) un plásmido que codifica una proteína 

fluorescente específica (GFP, RFP, BFP) fusionado a una secuencia crCRISPR: pHAGE-EFS-

PCP-3XGFPnls (Addgene #75385) y III) (Figure M2b) un plásmido que codifica el CRISPR-

dCas9: pHAGE-TO-dCas9 (Addgene #75381) (Figura M2c). Los aptámeros que se encuentran en 

el sgRNA pueden unir una, dos o tres proteínas fluorescentes distintas y con esto obtener además 

de los colores verde, azul y rojo; los colores secundarios magenta, cian, amarillo y blanco (Ma et 

al., 2016). 
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Figura M1 Mapa del plásmido pLH-stsgRNA3.1. b. Mapa del plasmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls. 

Ambos mapas fueron generados con el software Snapgene®  V4.9. 

 

 a 

b 
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Figura M1 a. Mapa del plásmido pLH-sgRNA1-2XPP7. b. Mapa del plasmido pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls c. Mapa 

del plásmido pHAGE-TO-dCas9 Mapas fueron generados con el software Snapgene®  V4.9. 

 

6.2. Generación de bacterias competentes E. coli XL1-Blue, DB 3.1 y STBL.2 

Se generaron bacterias competentes E. coli XL1-Blue, DB 3.1 y STBL.2 (Tabla M1) conservadas 

en glicerol y almacenadas a -80 °C. 

Cepa 

de 

E.coli 

Resistencia 

natural 

Uso primario Genotipo 

XL1 

Blue 

Tetraciclina Clonaciones rutinarias. 

Selección mediante 

azul/blanco. 

endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac 

glnV44 F'[::Tn10 

proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] 

hsdR17(rK
- mK

+) 

DB3.1 Estreptomicina Para propagar plásmidos que 

expresen el gen ccdB. 

F- gyrA462 endA1 glnV44 Δ(sr1-recA) 

mcrB mrr hsdS20(rB
-, mB

-) ara14 galK2 

lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Δleu mtl1 

STBL2  Para propagar y almacenar 

vectores virales. Sensibles a la 

toxina ccdB, por lo que son 

útiles para la selección de este 

sistema 

F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 gyrA96 

relA1 Δ(lac-proAB) mcrA Δ(mcrBC-

hsdRMS-mrr) λ- 

Tabla M1. Características de las cepas de E. coli utilizadas en este estudio. 

c 
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Brevemente, se crecieron las bacterias en tubos de 15 ml que contengan 10 ml de medio LB 

precalentado a 37 °C, para cada cepa. Se incuban en agitación constante a 37°C, overnight. 

Después de la incubación, se transfiere un 1 ml del cultivo a un matraz Erlenmeyer de 500 ml con 

100 ml de medio LB precalentado a 28 °C y se agita a 37° C hasta que la absorbancia del cultivo 

alcance un valor de 0.6 a 0.8 nm calibrado a OD600 (el tiempo aproximado para llegar a este punto 

es de 2 horas). Después de la incubación se coloca el matraz en hielo por 5 minutos para después 

transferir el cultivo a un tubo de 50 ml. Se centrifuga a 4000 x g por 5 minutos a 4°C y se desecha 

el sobrenadante. Se transfieren los 50 ml restantes y se repite la centrifugación. Desde este paso 

las bacterias son mantenidas en hielo hasta la congelación. El precipitado de bacterias se 

resuspende en 30 ml de buffer TFB1 (RbCl 100 mM, MnCl250 mM, acetato de potasio 30 mM, 

CaCl2 10 mM, glicerol al 15%, pH 5.8). Se incuba en hielo por 90 minutos, después se centrifuga 

a 4000 x g por 5 min a 4°C y se descarta el sobrenadante. El precipitado es resuspendido en 4 ml 

de buffer TFB2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%, pH 6.8. Por último, 

se alicuotan las bacterias competentes (50 μl) en tubos de microcentrífuga previamente enfriados, 

se congelan rápidamente en hielo seco y se almacenan a -70°C hasta su utilización. 

6.3. Transformación de bacterias con plásmidos  

En condiciones estériles, se descongelan en hielo 50 µl de bacterias competentes y  se les agregan 

1-5 µl de DNA plasmídico (50-300 ng de plásmido). Se mezcla suavemente, y se incuba la mezcla 

de células competente/DNA en hielo durante 20-30 minutos. Tras la incubación, se expone la 

mezcla a un choque térmico mediante la colocación de la parte inferior del tubo en un baño de 

agua a 42 °C durante exactamente 45 segundos. Inmediatamente después del choque térmico, se 

colocan los tubos de nuevo en hielo durante 2 min. Posteriormente, se añaden 500 µl de LB (sin 

antibiótico) a las bacterias e incuban a 37 °C con agitación durante 45 min-1hora.  Este paso 

permite que las bacterias sinteticen las proteínas que les confieren resistencia a antibióticos, las 

cuales están codificadas en el esqueleto del plásmido. Finalmente, se siembran 300 µl y 30 µl 

(1:10) de las bacterias transformadas en dos placas de agar LB suplementado con el antibiótico 

correspondiente (ejemplo, ampicilina 1 mg/ml) y se reparten homogéneamente por la placa con un 

asa bacteriológica de vidrio estéril. Las placas, se incuban a 37 ° overnight. Al día siguiente se 

retiran las placas con las colonias resistentes que han incorporado el plásmido de la incubadora y.  
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6.4. Miniprep por lisis alcalina.  

Primero, con un asa bacteriológica se toma una colonia de las placas de LB + antibiótico y se 

inocula en 5 ml de medio LB líquido suplementado con el antibiótico correspondiente (ej. 

Ampicilina 1mg/ml). Se incuba en agitación constante a 37 °C, durante toda la noche. Después de 

la incubación, se transfiere el cultivo a tubos de microcentrífuga de 1.5 ml y se centrifuga a 10 000 

x g durante 30 segundos, se desecha el sobrenadante y se repite la centrifugación hasta que sólo 

quede un ml del cultivo, el cual debe ser almacenado a 4 °C por si se debe recuperar. El botón 

precipitado de bacterias se resuspende en 200 µl de solución de Miniprep I (Tris-HCl 25 mM (pH 

8), Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM), en este punto es importante asegurarse que las bacterias estén 

completamente resuspendidas Después se añaden 400 µl de solución de Miniprep II (NaOH 0.2 

N, SDS 1%) y se mezcla suavemente invirtiendo el tubo varias veces. Se incuba en hielo durante 

exactamente 5 minutos. Se agregan 300 µl de solución de Miniprep III (acetato de potasio 3M, 

ácido acético glacial 2M) enfriada a 4 °C. Se mezcla invirtiendo el tubo varias veces y se incuba 

en hielo durante 5 minutos. Después se centrifuga a 12 000 x g durante 5 minutos, se recoge el 

sobrenadante en un nuevo tubo en donde se agregan 630 µl (0.7 volúmenes) de isopropanol y se 

incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos para después precipitar el DNA por 

centrifugación a 12 000 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se elimina el 

sobrenadante, en este punto el precipitado se seca a temperatura ambiente. Una vez que el 

precipitado se ha secado se agregan 100 µl de buffer TE (Tris10 mM, EDTA 1 mM) y 3 µl de 

RNasa (2 mg/ml), y se incuba a 37 °C durante 1 hora. Después se añaden 100 µl más de buffer TE 

y se procede con la extracción del DNA añadiendo a la mezcla 200 µl de solución fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) Se mezcla adecuadamente invirtiendo el tubo varias 

veces. El DNA se extrae por centrifugación a 10 000 x g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente; en este punto se forman 3 fases de donde se debe recuperar la fase acuosa (superior), la 

cual contiene el DNA, en un nuevo tubo de microcentrifuga. A la fase recuperada se añaden 20 µl 

de NaAc 3M, 500 µl de etanol 100% frío y se incuba overnight a -20 °C.  

Al día siguiente se centrifuga el tubo a 13,000 rpm a 4 °C durante 1 hora. Se desecha el 

sobrenadante, se lava el precipitado de DNA con 1 ml de etanol 75% y se centrifuga el tubo a 

13000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. Se desecha el sobrenadante y se deja secar el precipitado. 

Por último, se resuspende el DNA plasmídico en 50 µl de agua estéril y se almacena a -20 °C. Las 
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concentraciones de plásmido obtenidas son medidas en un espectrofotómetro NanoDrop 1000 de 

Thermo Fisher Scientific. 

6.5. Ensayos de restricción de plásmidos y electroforesis en gel de agarosa 

Se determinaron los sitios de corte para enzimas de restricción que están presentes en el vector 

final utilizando los programas Snapgene V. 4.1.9 (GSL Biotech LLC) o NEBcutter V2.0 (Vincze 

T, 2003). Se seleccionaron las enzimas EcoRI o BamHI o ClaI, que corten el vector en dos 

fragmentos, y preferiblemente que puedan cortar en buffers compatibles. Para el plásmido pLH-

stsgRNA3.1 se seleccionaron las enzimas EcoRI y ClaI; para pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-

3XGFP-2nls las enzimas EcorI y BamHI; para pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls se utilizaron BamHI 

y ClaI y por último, para pHAGE-TO-dCas9 se utilizó Ecori y BamHI. Para el plásmido pLH-

stsgRNA3.1 se seleccionaron las enzimas EcoRI y ClaI; para pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-

3XGFP-2nls las enzimas EcorI y BamHI; para pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls se utilizaron BamHI 

y ClaI y, por último, para pHAGE-TO-dCas9 se utilizó Ecori y BamHI. Se prepararon las 

reacciones de la siguiente manera: 0.5 µg del plásmido, 1 unidad de cada enzima de restricción, 

2.5 µl de 10X SURE/Cut buffer B, ddH20 hasta los 25 µl. La reacción se incuba a 37ºC durante 

toda la noche.  

Los plásmidos obtenidos en la miniprep y fragmentos generados por el ensayo de restricción son 

resueltos en un gel de agarosa 1%, TBE 1X a 100 V durante 3 horas para la miniprep y 1 hora para 

los productos de digestión. En el gel de electroforesis se incluye 1µg del marcador de peso 

 Figura M3. Patrón de bandeo esperado tras la restricción de los plásmidos. 
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molecular Lambda DNA Hind III Digest de Sigma®. Después de la electroforesis, el gel de agarosa 

es teñido con una solución de bromuro de etidio 0,5 µg/ml, durante 20 minutos y visualizado en 

un transiluminador Gel Logic 1500 (Kodak). El patrón de bandas esperado se muestra en la Figura 

M3. 

6.6. Maxi y Midiprep de plásmidos  

Para obtener plásmidos de calidad para transfección adecuadas, se utilizaron los kits QIAGEN® 

Plasmid Maxi, y Plasmid Midi, siguiendo las instrucciones del fabricante. De manera resumida, 

e500 ml de medio LB con el antibiótico correspondiente se incuban overnight con agitación 

constante a 37 °C. Al día siguiente, el cultivo es centrifugado a 6 000 x g durante 15 minutos a 4 

°C, se desecha el sobrenadante y se resuspende en buffer P1. Se añade el buffer P2 a las bacterias 

resuspendidas, se mezcla invirtiendo el tubo varias ocasiones, se incuba durante 5 minutos a 

temperatura ambiente y se añade el buffer P3. En este punto las bacterias se han lisado y el DNA 

se recupera por centrifugación a 20 000 x g durante 30 minutos. Después de la centrifugación el 

DNA se encuentra suspendido en el sobrenadante y este se filtra en columnas incluidas en el kit de 

la siguiente manera. Primero se activan las columnas haciendo pasar por ellas buffer QT para que 

atraviese la columna por efecto de la gravedad, después se filtra el sobrenadante para que el DNA 

se una a la columna. El DNA se lava añadiendo a la columna buffer QC y se eluye con el buffer 

QF. El DNA eludido se precipita con isopropanol y una centrifugación a 5 000 x g durante 2 horas 

a 4 °C. Después se desecha el sobrenadante y se lava con etanol al 75 % y centrifugación a 5 000 

x g durante 5 minutos. Por último, se desecha el sobrenadante, se deja secar el DNA precipitado 

para por último resuspender en buffer TE. Las concentraciones de plásmido obtenidas fueron 

medidas en un espectrofotómetro NanoDrop 1000 de Thermo Fisher Scientific. Cada plásmido 

obtenido de la maxiprep es resuelto en una electroforesis de gel de agarosa. 

6.7. Preparación del vector pLH-stsgRNA 3.1 para clonación de sgRNAs 

El plásmido pLH-stsgRNA 3.1 contiene dos sitios de corte por la enzima de restricción BbsI para 

la inserción de la secuencia sgRNA como se indica en la figura M4.  

 

5’…GACGAAACACCGGTGTCTTCGAGGCTT… …CCTGCAGGACGAAGACCAGTCTTTGTAC…3’ 

     3’…CTGCTTTGTGGCCACAGAAGCTCCGAA… …GGACGTCCTGCTTCTGGTCAGAAACATG…5’ 

7977 7308 

BbsI 

7304 

BbsI 

7937 
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Figura M4. Esquema de la secuencia del sitio de corte de BbsI en el vector pLH-stsgRNA. El fragmento que queda 

eliminado del plásmido tras la digestión se indica en un cuadro sombrado, y la secuencia consenso de reconocimiento de Bbs1 se 

indica en negritas. Los números indican la posición de la secuencia dentro del plásmido. 

 

 

Para ello se digirieron 5 µg del plásmido pLH-stsgRNA en 5 µl de NEB Buffer 2.1, 2 µl de la 

enzima BbsI (NEB R0539S; 10,000 unidades/ml) y agua hasta un volumen final de 50 µl. La 

reacción de digestión se incuba a 37 °C, overnight. Al día siguiente la enzima BbsI es desactivada 

a 65 °C por 10 minutos.  

Para prevenir la posible recircularización del plásmido y evitar así la aparición de falsos positivos, 

se sometió al plásmido linearizado a una reacción de desfosforilación en una reacción con 48 µl 

de plásmido linearizado, 5 µl de 10X FastAP Buffer, 1 µl de FastAP Thermosensitive Alkaline 

Phosphatase (1 U/µL) (Thermo Fisher, EF0654) y 44 µL de agua, para un volumen final de 100 

µl. La reacción se incuba a 37 °C durante 1 hora y después se inactiva agregando 1 µl de EDTA 

0.5 M pH 8.0 a la mezcla y calentando a 65ºC por 10 minutos.  

La digestión fue resuelta en un gel de agarosa 1%, TBE 1X a 100 V durante 3 horas, cargando los 

50 l de reacción junto con 16.5 µl de Gel Loading Dye, Purple (6X) enteramente en un solo pozo 

del gel que se generó uniendo dos pocillos con masking tape en el peine al polimerizar el gel. La 

electroforesis revelará dos fragmentos (Figura M5), uno con un tamaño de 7621 pb, 

Figura M5. Patrón de bandeo esperado tras la restricción de pLH-

stsgRNA 3.1 con BbsI. El carril uno es el vector y el carril dos la digestión en 

dónde se generan dos frangmetos, uno de 7621 pb y otro de 669 pb. Generado 

con Snapgene. 
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correspondiente al vector linearizado pLH-stsgRNA en el que se clonarán los sgRNAs, y otro de 

669 pb que contiene a parte de la secuencia que codifica la toxina ccdb. La banda de 7621 pb fue 

visualizada mediante transiluminación con luz UV, cortada con un bisturí y transferida a un tubo 

de microcentrífuga de 1.5 ml para purificarla. 

La purificación se realizó con el QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). De manera resumida, 

el fragmento cortado del gel es resuspendido en 3 volúmenes de buffer PG por cada volumen de 

gel, se incuba para solubilizar la agarosa a 50 °C durante 10 minutos con agitación por vortex cada 

2 minutos para facilitar la solubilización. Luego, se agrega 1 volumen de isopropanol y se 

transfiere la mezcla a una columna que está dentro de un tubo colector. Se centrifuga la columna 

a 13 000 rpm durante 1 minuto. Una vez que se ha centrifugado la totalidad de la mezcla, el DNA 

se encuentra unido a la columna y se lava con 0.5 ml de buffer QG y se centrifuga a la misma 

velocidad. A continuación, se agrega a la columna 0.75 ml de buffer PE y se centrifuga a 13 000 

rpm. Repetir la centrifugación para eliminar el exceso de etanol. Por último, se coloca la columna 

en un tubo de microcentrífuga nuevo, se agregan 50 µl de buffer EB y se eluye el DNA 

centrifugando a 13 000 rpm. 2 l del vector linealizado se visualizaron en un gel de agarosa 1% 

para comprobar su integridad tras la purificación. 

6.8. Diseño de sgRNAs 

Los sgRNA fueron diseñados para rastrear un gen con importancia clínica durante el desarrollo 

del cáncer de mama y con amplificación reportadas: Her2. Se utilizó la herramienta en línea Chop 

(Montague et al., 2014) con la opción de búsqueda de PAM; NGG y NNAGAAW(Chari et al., 

2015),  de la Cas9 de Streptococcus pyogenes. Cada sgRNA tiene 20 pares de bases específicas 

para la secuencia del gen diana (Figura M6, letras en color azul), un nucleótido G que se ha 

confirmado aumenta la eficacia de la localización (en color rojo) y las secuencias complementarias 

generadas por la enzima de restricción para su inserción en el plásmido (dentro de recuadros).  

sgRNA 

5’ACCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN3’ 

        3’CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAGA5’ 

 

El pool de sgRNA se buscaron en 2000 pb dentro del primer exón del gen Her2 (8.1. Secuencia 

de 2 kb del primer exón del gen Her2) y pueden localizarse tanto en la hebra sentido como 

4 
Figura. M6. Esquema del diseño de sgRNAs. 
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antisentido del gen. Están inmediatamente situados al lado de una secuencia PAM NGG y no se 

sobrelapan entre sí.  Se utilizaron aquellos sgRNA que predecían un mayor nivel de eficacia según 

los parámetros de la herramienta en línea (Tabla M2). Adicionalmente las secuencias fueron 

buscadas en todo el genoma con el programa en línea BLASTn para descartar uniones 

inespecíficas. El valor de eficiencia está calculado según el número posible de off targets que 

pueda presentar el sgRNA, la posibilidad de formar estructuras secundarias, porcentaje de GC e 

impedimento estérico con reguladores de la transcripción.  

Tabla M2. Diseño de sgRNAs para el primer exón del Her2. 

 

En la figura M7, se muestra el modo en el que el sgRNA reconoce la secuencia diana, tanto en la 

hebra sentido como la antisentido. Además de posición adyacente de la secuencia PAM NGG y la 

secuencia del sgRNA junto con las características mencionadas anteriormente, sobre la secuencia 

de los sgRNAs.  

Figura M7. Reconocimiento de los sgRNA en la secuencia diana. En rojo se indica la secuencia PAM, en azul se la 

secuencia diana, El sgRNA puede reconocer secuencias tanto en cadena sentido como anti-sentido.  

Her 2 (ERBB2) receptor tyrosine kinase 2 [Homo sapiens (human)] 

NGG (S. pyogenes) CRISPR multicolor 

# Secuencia diana sgRNA Cadena GC (%) Eficiencia 

1 ATTGAAGTACCACCTCCCGAGGG 

Phos5’-ACCGGATTGAAGTACCACCTCCCGA-3’ 

3’-CTAACTTCATGGTGGAGGGCTCAGA-5’Phos + 57 0.70 

2 AGGGACATAGCCCTCTGAAGCGG 

Phos5’-ACCGGAGGGACATAGCCCTCTGAAG-3’ 

3’-CTCCCTGTATCGGGAGACTTCCAGA-5’Phos - 61 0.66 

3 CAAAGGTTCTACCCCGCATGGGG 

Phos5’-ACCGGCAAAGGTTCTACCCCGCATG-3’ 

3’-CGTTTCCAAGATGGGGCGTACCAGA-5’Phos - 61 0.67 

Cuando la secuencia PAM se encuentra en la cadena 5’→3’ 

                                               PAM 

5’…GGTTAGGAGTTTGAGACCAGCCTGACCAACATAGGAAACCCCATCTCT…3’ 
3’…CCAATCCTCAAACTCTGGTCGGACTGGTTGTATCCTTTGGGGTAGAGA…5’ 

                                                                      | | | | | | | | | | | | | | | | | 
            5’-ACCGGGAGACCAGCCTGACCAACAT-3’ 

                      3’-CCTCTGGTCGGACTGGTTGTACAGA-5’ 

Cuando la secuencia PAM se encuentra en la cadena 3’→5’ 
 

                            5’-AGACGTCCTTAGCTCTAGCACCTTC-3’ 
                  3’-CAGGAATCGAGATCGTGGAAGGCCA-5’ 

                                   | | | | | | | | | | | | | | | | | 
5’…CACTTAACAAACATTTACCAGTCCTTAGCTCTAGCACCTTGCTAAGC…3’ 
3’…GTCAATTGTTTGTAAATGGTCAGGAATCGAGATCGTGGAACGATTCG…5’ 

                                                                                    PAM 
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6.9. Clonación de sgRNAs dentro de plásmidos CRISPR 

Los sgRNAs complementarios se hibridaron para generar fragmentos de doble cadena listos para 

el clonaje. Para ello, se preparó una reacción con y 1 µl de cada oligo (100 µM) y 8 µl de ddH2O. 

Se coloca la reacción en un termociclador a 37 °C, 5 min; 95°C, 5 min; 25 °C a 5 °C min-1.  

Después se realiza la reacción de clonación con condiciones distintas. Primero, en 3 tubos de PCR 

se mezclaron 150 ng del vector digerido y purificado de la agarosa, 1, 2 y 5.8 µl de los oligos 

alineados y fosforilados, respectivamente, 2.4 µl de 5X Ligase Reaction Buffer, 1 µl de T4 DNA 

Ligase y ddH2O hasta los 12 µl. Se incuba la reacción a 37 °C overnight. 

Al día siguiente, con 5µl de la reacción de cada clonación se transformaron bacterias competentes 

E. coli Stbl2, las cuales son sensibles a la toxina cccb (Tabla M1), lo cual representa un sistema de 

contra selección que nos permite eliminar falsos positivos. Las colonias que crecieron fueron 

aisladas y se realizaron minipreps de cada una de ellas. Los plásmidos obtenidos se cortaron con 

la enzima de restricción HindIII, esto porque la clonación del sgRNA genera un patrón de bandeo 

distinto que el fragmento de 7621 pb (Figura M8 Carril uno, fragmento de 7621 pb linealizado; 

carril dos, clonación). Los plásmidos que generaron un patrón de bandeo esperado (que sí hubiera 

incorporación del sgRNA) se secuenciaron con los primers hU6 y LKO.1 5’ para confirmar la 

clonación (Ver Anexo 8.2). 

Figura M8. Patrón de bandeo esperado tras la restricción con HindIII de las 

clonaciones. El carril uno es el fragmento lineal de 7621 pb y el carril dos un plásmido 

recircularizado por la ligación del sgRNA. Generado con SnapGene 
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6.10. Cultivo de líneas celulares de cáncer de mama 

Las líneas celulares de cáncer de mama fueron donadas por el Programa Institucional para el 

Estudio del Cáncer de Mama del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Después de su 

descongelación, son cultivadas en medio RPMI suplementado al 10% con suero fetal bovino y 

antibióticos 1 mg/ml Se mantienen a 37 °C con una atmosfera saturante de CO2 al 5%, el medio 

de crecimiento se remplazó cada 2 o 3 días. 

Las líneas celulares utilizadas son modelos de estudio para la amplificación positiva o negativa del 

gen Her2 se enlistan en la siguiente tabla (Tabla M3).  

 

Línea celular Medio de cultivo Amplificación de HER2 

MCF-7 RPMI con SFB 10%, Pen-Strep 1% Positiva 

SKBR3 RPMI con SFB 10%, Pen-Strep 1% Negativa 

Tabla M3. Líneas celulares de cáncer de mama. 

Las líneas celulares se probaron para la contaminación con Mycoplasma. Las líneas celulares que 

estaban contaminadas fueron tratadas con antibióticos BIOMYC™-1 & BIOMYC™-2 según las 

instrucciones del fabricante hasta su descontaminación.  

6.11. Transfección de plásmidos CRISPR a líneas celulares de cáncer de mama. 

6.11.1. Placas Petri  

Los primeros ensayos de microscopia se probaron sobre la línea celular MCF-7 en cajas Petri de 

35 mm en las que se realiza un agujero de 1 cm de diámetro con una broca y después se pegaba un 

cubreobjetos de 22 x 22mm con silicón. El silicón se deja secar durante toda la noche y al día 

siguiente se esterilizan las cajas sumergiéndolas en solución de cloro 5%, se dejan secar durante 

unos minutos y después dentro de una campana de flujo laminar se sumergen en agua estéril para 

lavar el exceso de cloro e inmediatamente son sumergidas por pocos segundos en etanol 75%, 

después se dejan secar durante tres horas en la campana y expuestas a luz UV. Después las cajas 

son tratadas con 300µl de solución Poli-L-lisina 0.1 % (w/v) en H2O SIGMA® durante 5 minutos 
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y después se lavan con 1 ml de H2O estéril y se retira el agua por aspiración, las cajas se dejan 

secar en la campana de flujo laminar antes de ser utilizadas inmediatamente o guardadas a 4 °C 

hasta su uso.  

También se utilizaron cajas Petri de 35 mm con un cubreobjetos de 22x22mm tratados para la 

favorecer la adhesión celular con 500 µl de fibronectina de plasma humano 100 ng/µl (Sigma-

Aldrich®), después se retira el exceso de fibronectina y se deja secar durante 1 hora. Las cajas 

Petri pueden ser utilizadas inmediatamente o guardadas a 4 °C hasta su uso. Para microscopia 

confocal se utilizaron placas estériles con fondo de vidrio de 12 mm WillCo-dish que fueron 

tratadas con fibronectina.  

6.11.2. Número inicial de células para los ensayos de transfección 

Para cada ensayo de transfección, 24 horas antes se cultivan células para tener entre el 50 y 80% 

de confluencia celular al momento de la transfección y que 48 horas después no sobrepasen el 90% 

de confluencia. El número inicial de células MCF-7 utilizadas se ensayó con 2 x 105 y 2.5 x 105 

células MCF7. En el caso de la línea celular SkBR3 se ensayó 2.5 x 105 y 3 x 105 células.  Las 

células fueron contadas utilizando cámara de Neubauer. 

 

6.11.3. Transfección  

En todos los ensayos de transfección los plásmidos se transfectan en una proporción 1:5 entre el 

plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls y los plásmidos vectores de sgRNA. Se 

realizaron ensayos de estandarización de transfección con tres reactivos de transfección distintos.  

El primero es Lipofectamine® 2000 y Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent (Invitrogen). 

Con el fin de identificar las mejores condiciones de transfección, se probaron 4 concentraciones 

distintas de lipofectamina. Para cada condición de transfección, se preparan dos tubos de 

microcentrífuga con 50 µl de Gibco® Opti-MEM I Media. En 4 de los tubos se agrega un total 2.0 

µg de un plásmido clonados con los sgRNAs y 500 ng del plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-

3nls-3XGFP-2nls por cada tubo. En el caso de Lipofectamine® LTX, se agrega 2.5, 5.0, 7.5 y 14µl 

del Plus Reagent a los tubos con los plásmidos, respectivamente. En los otros tubos se agregan 2.5, 

5.0, 7.5 o 10µl de lipofectamina según la condición a probar, y se incuban durante 5 minutos a 
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temperatura ambiente. Después, se añaden los plásmidos diluidos en Opti-MEM a cada tubo 

conteniendo lipofectamina. La mezcla de lipofectamina y plásmidos se incuba durante 40 minutos 

a temperatura ambiente. Minutos antes de que termine esta incubación, se retira el medio de las 

cajas Petri que contienen las células y se lavan con RPMI 1640.  

Para Lipofectamine® 2000, posterior al tiempo de incubación al tubo se agregan 400 µl de medio 

completo a cada tubo, y se transfiere esta mezcla a las cajas Petri con las células. Se mantienen a 

37 °C y CO2 al 5%. Cinco horas después, se añade 1.5 ml de medio completo a cada caja. Al día 

siguiente, se cambia el medio de las cajas por 2 ml de medio RPMI completo. Las células se 

incuban 24 horas más., periodo tras el cual se considera que la transfección alcanza su máximo. 

En el caso de Lipofectamine® LTX, después de lavar las cajas con las células se agrega 1 ml de 

medio suplementado y a los tubos con los complejos de transfección se agrega 900 µl de medio 

suplementado y después se transfiere a las cajas Petri. No es necesario cambiar el medio, 48 horas 

después son observadas al microscopio.  

El otro reactivo de transfección utilizado fue TransIT-2020® (Mirus). A fin de estandarizar las 

condiciones con este reactivo, se probaron 4 condiciones distintas. Para cada condición, se mezclan 

100 µl de Gibco® Opti-MEM I Media, 2 µg del plásmido con los sgRNAs, (individualmente o en 

pool) y 500 ng del plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls. A la mezcla se le añade 

con 2.5, 5.0, 7.5 y 10µl de reactivo de transfección TransIT 2020® y se incuba por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Posterior al tiempo de incubación, se renueva el medio de las placas Petri 

con las células, y se agrega la mezcla de transfección. Las células se mantienen a 37 °C y CO2 al 

5% durante 48 horas. 

El tercer reactivo es Bio-T (Bioland Scientific). Para su uso, se coloca en un tubo de 

microcentrífuga de 1.5 ml, 100 µl de medio RPMI 1640 sin suplementar. A continuación, se agrega 

el pool de plásmidos vector de sgRNA y del plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-

2nls en una relación 1:1.5 con el reactivo que se agrega inmediatamente. Las concentraciones se 

resumen en la tabla M3. Los complejos se dejan incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente 

se cambia el medio de las placas con medio completo y se agrega la mezcla de transfección. Las 

células se mantienen a 37 °C y 5% de CO2, durante 48 horas, periodo tras el cual se considera que 

la transfección alcanza su máxima eficacia. 
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 1 2 3 4 

DNA 1 µg 2 µg 3 µg 4 µg 

Bio-T 1.5 µl 3 µl 4.5 µl 6 µl 

sgRNA 1 0.21 µg 0.42 µg 0.63 µg 0.84 µg 

sgRNA 2 0.21 µg 0.42 µg 0.63 µg 0.84 µg 

sgRNA 3 0.21 µg 0.42 µg 0.63 µg 0.84 µg 

Phage-dCas9-GFP 0.17 µg 0.34 µg 0.51 µg 0.68 µg 

Tabla M4. Concentración de plásmidos y reactivos para transfección con BioT (Bioland Scientific). 

6.12. Microscopia  

Para contrastar el DNA, las células transfectadas fueron tratadas con el reactivo de tinción de 

núcleos Red Dot1TM (Biotium)., Para ello, se aspira el medio de las placas y se agrega 1 ml de 

solución Red Dot1TM 1X en cada caja. Se incuban durante 15 minutos a 37 °C, CO2 al 5%, periodo 

tras el cual las células están listas para ser observadas al microscopio. 

Las células utilizadas para la estandarización de las transfecciones con los distintos reactivos 

fueron observadas por microscopia de fluorescencia en un microscopio invertido Olympus BX51 

recogiendo imágenes en el campo claro y canal verde ocupando una lampara de mercurio. 

Las células utilizadas para reconstrucción tridimensional de los núcleos fueron cultivadas en placas 

Petri de 35 mm con fondo de vidrio de 12 mm, y fueron observadas en el microscopio confocal 

Nikon A1R+ STORM en la Unidad de Microscopía del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

La proteína GFP es excitada a 488 nm, y su emisión es detectada a 512/23 nm, mientras que el 

Red Dot1TM es un colorante que se excita con el láser de 540 nm y emite en el espectro del rojo 

lejano. 

6.13. Análisis de imágenes 

Los canales de las imágenes tomadas con el microscopio Olympus BX51 fueron separados en el 

paquete de procesamiento de imágenes de código abierto basado en ImageJ, FIJI. Las imágenes 

adquiridas con el microscopio Confocal Nikon A1R+STORM, el ajuste del color, brillo y contraste 

de cada canal (verde y azul), proyecciones en el eje z, reconstrucción tridimensional y mediciones 

entre las señales, la periferia nuclear y el centro de los núcleos fueron realizados con el software 

NIS-Elements Advanced Research. En la vista en la que se desplazaba mínimamente del eje de 
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rotación y la señal se encontraba lo más alejada del centro del núcleo se consideró la fuente 

ortogonal óptima del núcleo. Las distancias fueron normalizadas al tamaño de cada núcleo para 

buscar distancias comunes de localización de la señal con referencia al centro del núcleo y a la 

periferia nuclear. 

6.14. Extracción de RNA total con Reagent® Trizol 

En una caja Petri 3 mm se dejan crecer células hasta un 85% de confluencia celular. Después se 

remueve el medio de la caja y se añade 1 ml de TRIzol™ (Invitrogen) por cada caja Petri de 3 mm. 

Se lisan las células por pipeteo y después se transfiere en un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. Se 

incuba el lisado de células durante 5 minutos a temperatura ambiente y se añaden 200 µl de 

cloroformo. La mezcla se realiza en vortex durante 15 segundos, y tras incubar 3 minutos a 

temperatura ambiente, se centrifuga a 12 000 x g a 4 °C durante 15 minutos. En este punto la 

mezcla se separa en tres fases: una fase inferior color rojo fenol-cloroformo, una interfase con 

mayor proporción de proteínas, y una fase acuosa superior incolora en la cual se encuentra el RNA. 

Se recupera la fase acuosa en un nuevo tubo de microcentrífuga, se añaden 500 µl de isopropanol 

100 % y se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después se centrifuga a 12 000 x 

g a 4 °C durante 10 minutos, se desecha el sobrenadante con precaución de no perder el precipitado 

de RNA, y se lava con 1 ml de etanol al 75%. Se centrifuga a 7 500 x g a 4 °C durante 5 minutos. 

Se descarta el sobrenadante y se permite secar el precipitado durante 10 minutos. Por último, se 

resuspende el RNA en 30 µl de agua libre de RNasa y se almacena a -20 °C. Las concentraciones 

de RNA fueron medidas en un espectrofotómetro NanoDrop 1000 de Thermo Fisher Scientific. 

 

6.15. Síntesis de cDNA  

La síntesis de cDNA a partir del RNA extraído de las líneas celulares de cáncer de mama fueron 

realizadas en una reacción de retrotranscripción con un volumen de 10 µl con el kit iScriptTM  

cDNA kit de BioRad (Cat. 1708890) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 

primero se mezclan 2 µl de 5x iSCRIPT Advance Reaction Mix, 1 µg de RNA total, 0.5 µl 

iSCRIPT Advance Reverse Transcriptasa y 6.5 µl de agua estéril. Se lleva a cabo la síntesis de 

cDNA en un termociclador durante 20 minutos a 46 °C y se detiene la reacción con 1 minuto a 95 
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°C. El cDNA generado puede ser utilizado inmediatamente para llevar a cabo la reacción de qPCR 

o puede almacenarse a -20 °C hasta su uso.  

6.16. qPCR o PCR en tiempo Real 

qPCR se realiza en el equipo Applied Biosystems® 7500 utilizando SYBR Green de Kappa® 

Biosystems. Las condiciones de reacción son: desnaturalización, 94 °C por 5 minutos, seguido por 

44 ciclos de desnaturalización de 94 °C por 35 segundos, alineamiento a 60 °C (para HER2) o 59 

°C (para GAPDH o β-actina) por 30 segundos y finalmente, extensión a 72 °C por 35 segundos. 

Los ciclos son seguidos por un último paso de extensión a 72 °C por 8 minutos, y las curvas melting 

son determinadas desde 70 °C hasta 90 °C. La intensidad de fluorescencia es obtenida después de 

terminar cada ciclo de extensión. Los datos son expresados como el número de ciclos “threshold” 

(Ct), el número de ciclo PCR en el que la señal fluorescente en cada reacción alcanza un umbral 

preestablecido por encima del fondo. Se crea una curva melting usando el programa de curvas 

melting incorporado para confirmar la presencia de un solo producto de PCR. El mRNA de 

GAPDH y β-actina se utiliza como un control interno para cada muestra. Los primers utilizados 

para la qPCRs se muestran en la Tabla M5. La cuantificación del mRNA se realizó utilizando el 

método de Ct. 

 

Gen Secuencia Referencia 

Her-2 F:5’-ACCGGCACAGACATGAAGCT-3’ 

R:5’-AGGAAGGACAGGCTGGCATT-3’ 

(Qian et al., 2016) 

GAPDH F:5'-GCCGGTGCTGAGTATGTC-3' 

R:5'-CTTCTGGGTGGCAGTGAT-3' 

(Chen et al., 2014) 

β-actina. F:5'-GCCGGTGCTGAGTATGTC-3' 

R:5'-CTTCTGGGTGGCAGTGAT-3' 

(Chen et al., 2014) 

Tabla M5: Primers utilizados para la PCR’s en tiempo real. 
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7. Resultados 
 

7.1 El clonaje de los sgRNAs en pLH-stgRNA3.1 es eficaz para los tres sgRNAs diseñados.  

Los plásmidos necesarios para el sistema de CRISPR Rainbow y Multicolor fueron obtenidos de 

Addgene, y se recuperaron de los filtros mediante transformación en bacterias E. coli XL-Blue 

competentes. El plásmido orientado al clonaje de los sgRNAs del sistema CRISPRainbow no pudo 

ser obtenido por la transformación de la cepa de E. coli XL1-Blue, y se procedió a intentar la 

transformación en la cepa E. coli DB 3.1, la cual tampoco resultó ser exitosa.  

Para el resto de los plásmidos recuperados, se realizaron minipreps utilizando el método de la lisis 

alcalina, por triplicado. Las concentraciones obtenidas y las relaciones entre las absorbancias 260 

y 280 muestran, primero cantidad de plásmido alta y segundo, un valor de pureza adecuado en 

relación con la absorbancia de proteínas y valores elevados de la relación 260/230, sin embargo, 

no interfieren con los siguientes ensayos (Tabla R1). La visualización de los plásmidos obtenidos 

mediante electroforesis en gel de agarosa 1% confirmó la integridad (Figura R1). 

# Plásmido Concentración A260 A280 260/280 260/230 

1 pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls 3676.415 73.527 37.686 1.95 2.48 

2 pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls 3984.38 79.235 41.797 1.9 2.48 

3 pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls 3937.07 78.934 41.644 1.9 2.51 

4 pLH-stsgRNA3.1 4067.785 81.194 42.475 1.91 2.5 

5 pLH-stsgRNA3.1 4045.735 80.714 42.366 1.91 2.48 

6 pLH-stsgRNA3.1 4117.9 82.03 43.512 1.89 2.48 

7 pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls 2556.595 51.115 25.833 1.98 2.58 

8 pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls 3692.095 72.104 37.249 1.94 2.53 

9 pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls 3989.135 79.697 41.885 1.9 2.47 

10 pHAGE-TO-dCas9 3034.315 61.691 31.523 1.96 2.58 

11 pHAGE-TO-dCas9 4408.145 89.316 48.753 1.83 2.35 

12 pHAGE-TO-dCas9 3879.205 77.709 41.125 1.89 2.48 

Tabla R1. Concentraciones de los plásmidos obtenidos y su pureza medidos por Nanodrop 

pHAGE-TO-nls-st1dCas9 
3nls-3XGFP-2nls pLH-stsgRNA3.1 pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls pHAGE-TO-dCas9 

Figura R1. Electroforesis en gel de agarosa de Miniprep de plásmidos del sistema CRISPR que confirma la 

integridad de los plásmidos 
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Para comprobar la identidad de los plásmidos se realizaron ensayos de restricción, Para el plásmido 

pLH-stsgRNA3.1 se seleccionaron las enzimas EcoRI y ClaI; para pHAGE-TO-nls-st1dCas9-

3nls-3XGFP-2nls las enzimas EcorI y BamHI; para pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls se utilizaron 

BamHI y ClaI y por último, para pHAGE-TO-dCas9 se utilizó Ecori y BamHI. (Figura R2). Cada 

banda coincide con el tamaño de banda esperado que se generó por la herramienta NEB Cutter 

(ver métodos, Figura M3). 

Después de comprobar la identidad de cada plásmido se realizaron midiprep o maxiprep del cada 

cultivo cuya banda en la electroforesis fue más intensa (muestras 1, 5, 7 y 10). En un primer ensayo, 

la midiprep de plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls tuvo una concentración muy 

baja en comparación con los otros plásmidos así que se realizó una maxiprep para obtener mayor 

concentración (Tabla R2 y Figura R3).  

# Plásmido ng/l A260 A280 260/280  

1 
pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-

2nls 
30.79 0.616 0.3363 1.853  

2 
pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-

2nls 
45.725 0.914 0.4895 1.87  

3 pLH-stsgRNA3.1 1538.215 30.764 16.304 1.885  

4 pHAGE-EFS-PCP-3XGFPnls 3339.705 66.794 36.2825 1.84  

5 pHAGE-TO-dCas9 530.23 10.60433333 5.789 1.83  

Tabla R2. Cuantificación de plásmidos obtenidos por Maxiprep y Midiprep. 

Figura R2. Ensayo de restricción. Electroforesis en gel de agarosa de DNA plasmídico digeridos con enzimas 

de restricción. 
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Después de obtener los plásmidos y comprobar su integridad se obtuvo el fragmento del plásmido 

pLH-stsgRNA3.1 que se necesita para clonar los sgRNAs. La figura R4, muestra la restricción del 

plásmido pLH-stsgRNA3.1 con la enzima BbsI, para generar dos fragmentos, uno de 7621 pb y 

otro de 669 pb. El primer fragmento fue purificado del gel de agarosa y posteriormente 

cuantificado en el Nano-Drop, la concentración obtenida fue de 70.23 ng/µl y la relación 260/280 

fue de 1.82, indicada para realizar la ligación de los 3 sgRNAs distintos.  

 

Después de realizada la clonación, se transformaron bacterias competentes XL- Blue con la 

reacción de clonación. Las colonias resultantes se volvieron a sembrar y una fracción de ellas fue 

utilizada para realizar minipreps. Las colonias que contenían el plásmido con algún sgRNA 

pHAGE-TO-nls-st1dCas9 
3nls-3XGFP-2nls 

pLH-stsgRNA3.1 
pHAGE-EFS-PCP 

-3XGFPnls 

pHAGE-TO 
-dCas9 

Figura R3. Electroforesis en gel de agarosa de DNA plasmídicos obtenidos por Maxiprep y Midiprep. 

Figura R4. Electroforesis en gel de agarosa del plásmido pLH stsgRNA 3.1 con la 

enzima BbsI. Se indican la banda de 7621 pb que es posteriormente purificada y la banda 

de 669 pb, ambas producto de la digestión de BbsI.  
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generaron un patrón de bandeo esperado cuando fue cortado con la enzima HindIII, a diferencia 

de aquellas colonias que no lo tenía en su genoma, esto debido a la circularización del plásmido 

(Figura R5). 

Los plásmidos que generaron un patrón de bandeo correspondiente al de la correcta clonación 

fueron secuenciados para confirmar la inserción del sgRNA con los primers hU6 y LKO’1.5. Por 

este método se pudo obtener la clonación de los 3 sgRNAs específicos de HER. 

7.2. La expresión del transcrito de HER2 corresponde a cada subtipo de línea celular 

Con el objetivo de caracterizar la expresión de HER2 en las líneas celulares de cáncer de mama, 

se procedió a extraer RNA total y realizar ensayos de PCR en tiempo real. Para ello, primero se 

seleccionaron 4 líneas celulares de cáncer de mama donadas por el Programa de Cáncer de Mama 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, consistentes en las líneas MCF7, T47D, 

SKBR3 y BT474. . En el caso de MCF-7 y T47D, son negativas para amplificación de HER2, por 

el contrario, SKBr3 y BT 474 son líneas celulares derivadas de cánceres impulsados por la 

amplificación del gen HER2. La tabla R3 resume las concentraciones de RNA obtenido en cada 

línea celular, y las relaciones de pureza obtenidas.  

 

sgRNA1 sgRNA2 sgRNA3 

Figura R5. Restricción de plásmidos obtenidos de colonias transformadas con sgRNAS. Los primeros 5 carriles 

corresponden a colonias del primer par de sgRNAs, 5 siguientes para el segundo par de sgRNAs y 4 últimos para el 

tercer par de sgRNAs. Los carriles señalados con una flecha indican el patron de bandeo esperado (Ver figura M8). 
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# Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230 

1 MCF7 542.79 10.856 5.624 1.93 1.97 

2 MCF7 546.25 10.925 5.646 1.94 2.08 

3 T47D 110.24 2.756 1.439 1.92 1.7 

4 T47D 145.58 3.639 1.925 1.89 2.43 

5 SKBr3 240.01 4.8 2.489 1.93 1.12 

6 SKBr3 156.67 3.131 1.623 1.93 0.97 

7 BT 474 222.03 4.441 2.398 1.85 0.76 

8 BT 474 344.61 6.892 3.633 1.9 0.95 

Tabla R3. Concentraciones de RNA y relaciones de pureza de 4 líneas celulares de mama distintas.  

 

Como es de esperarse, la línea celular T47D, también negativa para la expresión de HER2, no 

muestra cambios significativos para la expresión de HER2 con respecto a MCF-7 (Figura R6). En 

cambio, las líneas celulares SKBr3 y BT 474, muestran altos niveles de expresión del mensajero 

de Her2. Las diferencias entre la sobre expresión de HER2 en SKBr3 y BT 474 concuerdan con 

otros trabajos que han descrito la expresión de HER2 en estas líneas celulares (Vicario R et 

al.2015). En base a estos resultados, se decidió proseguir nuestro estudio en las líneas celulares 

MCF7, como modelo de HER2-, y SKBR3 para HER2+, puesto que estas presentan resultados de 

expresión acorde a lo esperado y las condiciones de cultivo nos resultaron más adecuadas. Además, 

los cambios esperados en SKBR3 en la amplificación y localización de HER2 podrían ser más 

sutiles que en BT 474. Por ello, si logramos encontrar diferencias significativas en la localización 

intranuclear y amplificación de HER2 entre las líneas MCF7 y SKBR3 podría ser indicativo de la 

eficiencia de la técnica con mayor confianza que si eligiésemos como modelo de HER2+ para 

nuestro estudio a BT 474. 
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Figura R6. Análisis de la expresión de Her2 en 4 líneas celulares de cáncer de mama. Se realizó un análisis 

cuantitativo por medio de PCR en tiempo real para la expresión del gen HER2 en las líneas celulares indicadas. La 

expresión en las células MCF7 se tomó como 1 y se utilizó como valor de referencia. La expresión de HER2 se 

normalizó para los genes de Actina y de GAPDH, se muestra la expresión media ± error estándar de dos replicados 

biológicos y tres técnicos. Se presenta el análisis estadístico mediante t-test de dos colas; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P 

< 0.001) 

 

7.3. Los ensayos de transfección muestran elevada variabilidad entre los distintos agentes de 

transfección 

Con el fin de encontrar unas condiciones en las cuales podamos analizar de manera efectiva la 

localización intracelular del gen HER2 con el sistema CRISPR-dCas9, se procedió a estandarizar  

y evaluar distintos métodos de transfección para las dos líneas. Es sabido que la eficiencia de 

transfección varía según el tipo celular, las condiciones del cultivo, el agente de transfección, la 

calidad y estructura de los plásmidos, así como la preparación de la mezcla de transfección. Para 

nuestros ensayos, nos aseguramos de tener líneas celulares libres de micoplasma, creciendo en 

óptimas condiciones con los medios de cultivo adecuados (ver sección métodos) y con pases 

menores a p10. Además, los plásmidos utilizados provienen de purificación por columna, por los 

que su pureza está bien garantizada. Para optimizar los agentes de transfección para cada línea 

celular, se procedió a realizar distintos ensayos detallados en la sección métodos. Cuando 

utilizamos la línea celular MCF7, observamos que el agente más comúnmente utilizado, la 

lipofectamina 2000, tan sólo nos garantizaba una eficacia de transfección de ~10 % (Figura R7). 
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Además, se realizaron ensayos control transfrectando únicamente los vectores pLH-stsgRNA 3.1 

y pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls (Figura R8).   

 

 

Para mejorar la eficacia de transfección, se procedió a evaluar los tres agentes de transfección 

TransIT-2020 (Mirus®), Bio-T (Bioland Scientific) y Lipofectamine® LTX con Plus™ Reagent 

(Thermo Fisher Scientific) (Ver métodos, sección 6.11.3).  

Primero se analizó la morfología que presentaba la  línea celular MCF-7 tras las distintas 

transfecciones. Se observó  un cambio en la morfología de las células dependiendo del reactivo de 

transfección utilizado (Figura R9). Las células que aparecieron menos afectadas tras la 

transfección fueron las tratadas con Bio-T, seguido por las células transfectadas con TransIT 2020 

Figura R8. Microscopia de la línea celular MCF-7 

transfectada con 6 µl de lipofectamina y plásmido vector sin 

sgRNAs clonados. Un contado número de células muestra una 

débil señal de la proteína fluorescente verde.  A. Campo claro. 

B. Canal Rojo, Tinción de núcelos con RedDot1. C. Canal verde, 

célula trasnfectada. D. Todos los canales. Aumento 20x,. n= 3 

replicados biológicos y 3 replicados técnicos. 

A B 

C D 

Figura R7. Microscopia de línea celular MCF-7 

trasnfectadas con 4 µl de lipofectamina y 3 sgRNAs 

dirigidos contra Her2. La trasnfección con 4 µl de 

lipofectamina 2000 obtuvo una baja tasa de trasnfección 

menor al 10% . A. Campo claro. B. Canal Rojo, Tinción de 

núcelos con RedDot1. C. Canal verde, células trasnfectadas. 

D. Todos los canales. Aumento 20X . n= 3 replicados 

biológicos y 3 replicados técnicos. 

B A 

C D 
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(Figura R9, c y b, respectivamente). Las células transfectadas con Lipofectamina LTX, presentan 

grandes cambios en la morfología y confluencia de las células en comparación con células no 

transfectadas, que consisten en cambios en la forma de la membrana nuclear, en lugar de ser 

esféricas y ovaladas son irregulares además de tener un menor tamaño, así como células en muerte 

celular. (Figura R9, d).  

 

 

Figura R9. Morfología de la línea celular MCF-7 en células transfectadas con distintos reactivos de 

transfección. Todas las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos tratados con fibronectina dentro de una caja Petri 

de 35 mm. El número inicial para cada caja Petri fue de 2.5 x 105 células. Después de 24 horas de ser cultivadas fueron 

transfectadas y 48 horas después vistas al microscopio. a) células sin transfectar. b) células transfectadas con TransIT 

2020. c) células transfectadas con Bio-T. d) células transfectadas con Lipofectamina LTX. Aumento 20X. 

Se procedió a estandarizar las condiciones de transfección (Ver métodos, sección 6.11.3). Los 

resultados se muestran en las figuras R10, R11 y R12 para la línea celular MCF7.. 

 

 

A B 

C D 
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Transfecciones con el reactivo TransIT-2020 en MCF-7 

   

  } 

   

   

Figura R10. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular MCF-7 con el reactivo TransIT-

2020 en diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron utilizando un total de 2.5 µg de plásmidos 

del sistema CRISPR Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra el primer exón de HER2 y un plásmido 

que codifica para la proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, respectivamente. a). Condición 1: 2.5µl 

de reactivo de transfección. b) Condición 2: 5 µl de reactivo de transfección. c) Condición 3: 7.5 µl de reactivo de 

transfección. d) Condición 4: 10 µl de reactivo de transfección. Derecha: campo claro; centro: canal verde; izquierda: 

fusión de imágenes. Aumento 20X. 
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Transfecciones con el reactivo Bio-T en MCF-7 

  

  

  

   

Figura R11. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular MCF-7 con el reactivo Bio-T en 

diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron utilizando de plásmidos del sistema CRISPR 

Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra el primer exón de HER2 y un plásmido que codifica para la 

proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, respectivamente. El reactivo de transfección se utiliza en una 

proporción 1.5:1 con respecto a la concentración de plásmidos transfectados a) Condición 1: 1.0 µg de plásmidos y 

1.5µl de reactivo de transfección. b) Condición 2: 2.0 µg de plásmidos y 3 µl de reactivo de transfección. c) Condición 

3: 3.0 µg de plásmidos y 4.5 µl de reactivo de transfección. d) Condición 4: 3.0 µg de plásmidos y 6 µl de reactivo de 

transfección. Derecha: campo claro; centro: canal verde; izquierda: fusión de imágenes. Aumento 20X. 

  

A1 A2 A3 

B1 B2 B3 

C1 C2 C3 

D1 D2 D3 
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Transfecciones con el reactivo Lipofectamina® LTX con Plus Reagent en MCF-7 

  

  

  

   

Figura R12. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular MCF-7 con el reactivo 

Lipofectamine® LTX con Plus™ Reagent en diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron 

utilizando un total de 2.5 µg de plásmidos del sistema CRISPR Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra 

el primer exón de HER2 y un plásmido que codifica para la proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, 

respectivamente. a). Condición 1: 2.5µl de reactivo de transfección. b) Condición 2: 5 µl de reactivo de transfección. 

c) Condición 3: 7.5 µl de reactivo de transfección. d) Condición 4: 10 µl de reactivo de transfección. Derecha: campo 

claro; centro: canal verde; izquierda: fusión de imágenes. Aumento 20X. 

 

 

 

A1 A2 A3 

B1 B2 B3 

C1 C2 C3 

D1 D2 D3 



61 
 

En cuanto a la línea celular SKBr-3, los distintos agentes de transfección no afectan la morfología 

o la confluencia celular de los cultivos de forma dramática y visualmente detectable Figura R13), 

contrariamente a lo que sucedió con MCF-7.  Se procedió a estandarizar las condiciones de 

transfección (Ver métodos, sección 6.11.3). 

 

  

Figura R13. Morfología de la línea celular SKBr-3 en células transfectadas con distintos reactivos de 

transfección. Todas las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos tratados con fibronectina dentro de una caja Petri 

de 35 mm. El número inicial para cada caja Petri fue de 3.0 x 105 células. Después de 24 horas de ser cultivadas fueron 

transfectadas y 48 horas después vistas al microscopio. a) células sin transfectar. b) células transfectadas con TransIT 

2020. c) células transfectadas con Bio-T. d) células transfectadas con Lipofectamina LTX. Aumento 20X. 

Las figuras R14, 15, 16 muestran los resultados de las transfecciones en la línea SKBr-3 en 4 

condiciones distintas de concentración de reactivos de transfección y/o plásmidos.  
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Transfecciones con el reactivo TransIT-2020 en SKBr-3 

    

  

 

    

  

    

 

 

 

 

 

 

 

Figura R14. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular SKBr-3 con el reactivo TransIT-

2020 de Mirus® en diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron utilizando un total de 2.5 µg 

de plásmidos del sistema CRISPR Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra el primer exón de HER2 y 

un plásmido que codifica para la proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, respectivamente. a). 

Condición 1: 2.5µl de reactivo de transfección. b) Condición 2: 5 µl de reactivo de transfección. c) Condición 3: 7.5 

µl de reactivo de transfección. d) Condición 4: 10 µl de reactivo de transfección. Derecha: campo claro; centro: canal 

verde; izquierda: fusión de imágenes. Aumento 20X.  
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Transfecciones con el reactivo Lipofectamina en SKBr-3  

    

    

    

    

Figura R15. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular MCF-7 con el reactivo 

Lipofectamine® LTX con Plus™ Reagent en diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron 

utilizando un total de 2.5 µg de plásmidos del sistema CRISPR Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra 

el primer exón de HER2 y un plásmido que codifica para la proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, 

respectivamente. a). Condición 1: 2.5µl de reactivo de transfección. b) Condición 2: 5 µl de reactivo de transfección. 

c) Condición 3: 7.5 µl de reactivo de transfección. d) Condición 4: 10 µl de reactivo de transfección. Derecha: campo 

claro; centro: canal verde; izquierda: fusión de imágenes. Aumento 20X.  
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Transfecciones con el reactivo Bio-T en SKBr-3 

    

    

    

     

Figura R16. Transfección del sistema CRISPR multicolor en la línea celular MCF-7 con el reactivo Bio-T en 

diferentes concentraciones. Todas las transfecciones se realizaron utilizando de plásmidos del sistema CRISPR 

Multicolor con un pool de 3 sgRNAs dirigidos contra el primer exón de HER2 y un plásmido que codifica para la 

proteína dCas9 fusionada a 3 GFP, en una relación 5:1, respectivamente. El reactivo de transfección se utiliza en una 

proporción 1.5:1 con respecto a la concentración de plásmidos transfectados a) Condición 1: 1.0 µg de plásmidos y 

1.5µl de reactivo de transfección. b) Condición 2: 2.0 µg de plásmidos y 3 µl de reactivo de transfección. c) Condición 

3: 3.0 µg de plásmidos y 4.5 µl de reactivo de transfección. d) Condición 4: 3.0 µg de plásmidos y 6 µl de reactivo de 

transfección. Derecha: campo claro; centro: canal verde; izquierda: fusión de imágenes. Aumento 20X. La barra 

representa 50 µm. 

Posterior a la captura de imágenes, se contaron el número total de células en cada campo claro y 

el número de células que mostraron señal de la proteína fluorescente verde para estimar la eficacia 

de transfección de cada reactivo de transfección. El análisis muestra que utilizando 5µl el reactivo 

de transfección TransIT-2020 se obtiene una eficacia de transfección de casi el 70 % (Figura R17, 

izquierda). Para la línea celular SKBr-3, se alcanza un 16% con el reactivo TranIT-2020 usando 5 

y 10 µl de reactivo (Figura R17, derecha). En los protocolos publicados para estos ensayos se tiene 

un máximo de 80% de transfección para la línea celular MCF-7 y de 30% para SKBr-3. Aunque 

A1 A2 A3 A4 

B1 B2 B3 B4 

C1 C2 C3 C4 

D1 D2 D3 D4 



65 
 

no se alcanzaron esas eficacias, nuestros resultados indican que los reactivos y condiciones 

seleccionadas tras este análisis sistemático serían suficientes para realizar los experimentos de 

análisis confocal en células vivas de manera eficiente con un buen número de células transfectadas, 

lo que nos posibilitará capturar suficientes células únicas vivas por experimento.  
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Figura R17. Eficacia de transfección estimada para cada línea celular utilizando tres reactivos de transfección 

en distintas concentraciones. Izquierda. Línea celular MCF-7. Derecha línea celular SKBr-3. Con flechas se indica 

la condición de cada reactivo que fue utilizada en la microscopia confocal. Para cada campo se (T: TransIT-2020, 

condición 1,2, 3 y 4; B: Bio-T, condición 1, 2, 3 y 4; L: Lipofectamina LTX, condición 1, 2, 3 y 4). Las células fueron 

contadas en Image J separando los canales Rojo y Verde, además el campo claro. En cada ensayo se analizaron dos 

campos de cada ensayo.  

 

7.4. El sistema CRISPR Multicolor es capaz de detectar la ubicación de HER2 en líneas 

celulares con y sin amplificación. 

Tras la estandarización que nos permite seleccionar las condiciones óptimas de transfección para 

nuestro modelo celular y sistema CRISPR-dCas9, se procedió a repetir el experimento en las líneas 

celulares MCF7 y SKBr3 en dichas condiciones, para proceder con el análisis confocal. Nuestros 

resultados muestran que la línea celular MCF-7, la dCas9 marcada con proteína verde fluorescente 

(GFP) fue preferiblemente reclutada al nucléolo, probablemente porque en ausencia de un sgRNA, 

la proteína dCas9 tiene afinidad por los RNAs pequeños de localización nucleolar. Esta 

consideración técnica ya ha sido previamente reportada por otros autores (Maass et al.2018), pero 

no parece tener mayores consecuencias sobre estudios subyacentes de localización específicos de 

loci. Por tanto, en las células MCF7, además de los nucléolos, pudimos observar como la dCas9 
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fluorescente fue específicamente dirigida a dos loci que indican la localización del gen HER2 

(Figura R18 y R19). Aunque la mayoría de estas señales son imperceptibles mediante observación 

en el microscopio de fluorescencia, la proyección en máxima intensidad del eje z junto con la 

reconstrucción tridimensional de los núcleos que permite la microscopía confocal, reveló la 

localización específica de Cas9-GFP, permitiendo distinguirla de la señal fluorescente 

inespecífica.  

 

 

Figura R18. Célula MCF-7 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor con 3 sgRNAs dirigidos contra el 

primero exón de HER2. La imagen muestra dos puntos señalados con flechas que podrían indicar la ubicación de los 

alelos de HER2. Además, se muestra la tinción del nucléolo por la afinidad del sgRNA con los RNAs del nucléolo. 

A B 
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Proyección en máxima intensidad 45 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. Detección de GFP. 

C. Fusión de imágenes. Aumento 60X. 

   

 

Figura R19. Célula MCF-7 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor con 3 sgRNAs dirigidos contra el 

primero exón de HER2. La imagen muestra dos puntos señalados con flechas que podrían indicar la ubicación de 

los alelos de HER2. Además, se muestra la tinción de los nucléolos por la afinidad del sgRNA con los RNAs del 

nucléolo. Proyección en máxima intensidad 50 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. Detección 

de GFP. C. Fusión de imágenes. Aumento 60X 

 

En el caso de la línea celular SKBr-3, positiva para la amplificación de HER2, se observaron varios 

puntos de localización de dCas9-GFP, lo cual es indicativo de una amplificación y aumento del 

número de copias del gen HER2 en esta línea celular (Rondón-Lagos M et al, 2014) (Figura R20 
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y R21). Las diferencias que se observaron entre el tamaño de las distintas señales en el interior 

nuclear se podrían deber a la amplificación en tándem y dobles minutos del gen HER2. Ambos 

eventos coexisten en un mismo núcleo en esta línea celular (Vicario R et al.2015).  

   

 

Figura R20. Célula SKBr-3 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor con 3 sgRNAs dirigidos contra el 

primero exón de HER2. La imagen muestra varios puntos de concentración de la proteína GFP que podrían indicar 

la amplificación de HER2. Además, se muestra la tinción de los nucléolos por la afinidad del sgRNA con los RNAs 

del nucléolo. Proyección en máxima intensidad 63 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. 

Detección de GFP. C. Fusión de imágenes. Aumento 60X 
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Figura R21. Célula SKBr-3 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor con 3 sgRNAs dirigidos contra el 

primero exón de HER2. La imagen muestra varios puntos de concentración de la proteína GFP que podrían indicar 

la amplificación de HER2. Además, se muestra la tinción de los nucléolos por la afinidad del sgRNA con los RNAs 

del nucléolo. Proyección en máxima intensidad 67 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. 

Detección de GFP. C. Fusión de imágenes. Aumento 60X 

 

Debido a que las señales intranucleares obtenidas con este sistema CRSPR-dCas9 en la línea celular 

SKBr3 eran complejas y dispersas, se estableció el criterio de considerar amplificaciones en tándem de 

HER2 a aquellas señales que tuviesen menos de 1 m de diámetro, para diferenciarlas de la señal 

nucleolar que tendría un tamaño de 2 a 3 m.  

 

A B 

C 
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Como control negativo de nuestro protocolo experimental, se utilizaron células MCF-7 (Figura 

R22) y SKBr-3 (Figura R23) transfectadas con el plásmido vector pLH-stsgRNA 3.1 vacío, es 

decir, sin la clonación de los sgRNA, y el plásmido pHAGE-TO-nls-st1dCas9-3nls-3XGFP-2nls 

para evaluar el efecto que tenía la GFP en las células y comprobar la ausencia de señales 

extranucleolares.  

    

Figura R22. Célula MCF-7 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor sin sgRNAs dirigidos. La imagen 

muestra la tinción del núcleo y la agregación de GFP en dos nucléolos de distinto tamaño, pero al no tener la presencia 

de sgRNAs contra algún gen no se encuentra otro punto localizado de acumulación de GFP. Proyección en máxima 

intensidad 59 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. Detección de GFP. C. Fusión de imágenes. 

Aumento 60X. 

     

Figura R23. Célula SKBr-3 transfectada con el sistema CRISPR Multicolor con 3 sgRNAs dirigidos contra el 

primero exón de HER2. La imagen muestra varios puntos de concentración de la proteína GFP que podrían indicar 

la amplificación de HER2. Además, se muestra la tinción de los nucléolos por la afinidad del sgRNA con los RNAs 

del nucléolo. Proyección en máxima intensidad 67 planos z tomados cada 0.225 µm. A. Tinción de núcleo. B. 

Detección de GFP. C. Fusión de imágenes. Aumento 60X. 

 

A B C 

A B C 
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Como era de esperarse, únicamente los nucléolos se teñían de verde al secuestrar las proteínas 

dCas9-GFP. Por lo que se puede concluir que el sistema sin sgRNAs no puede unirse a secuencias 

inespecíficas dentro del genoma de las células y que las señales que se encuentran dentro de las 

células que sí fueron transfectadas con sgRNAs, podrían ciertamente estar señalando la ubicación 

de copias del gen HER2 de manera específica (Figura R22 y R23). Adicionalmente, otra evidencia 

de la eficiencia del sistema es la diferencia notoria que mostraron las localizaciones subcelulares 

de las señales extranuceolares entre las líneas celulares MCF-7 y SKBr-3 durante los experimentos 

de la detección de HER2 (Figura R20 y R21), que fueron de acorde a lo esperado para  estas dos 

líneas de estudio modelo para la amplificación de HER2. Por todo ello, los resultados obtenidos 

pueden considerarse confiables.  

 

7.5. A través del sistema CRISPR Multicolor puede evaluarse la dispersión espacial de 

HER2.  

Para evaluar la distribución espacial de los alelos de HER2 en la línea celular MCF-7 se 

implementó una técnica a partir de reconstrucciones tridimensionales que consisten en rotar cada 

núcleo (Ma et al. 2016; Maass et al.2018).  En la vista en la que se desplazaba mínimamente del 

eje de rotación y la señal se encontraba lo más alejada del centro del núcleo se consideró la fuente 

ortogonal óptima. Entonces se proyectaron los planos en z y el núcleo fue moldeado como un óvalo 

para medir la distancia de la señal con respecto al centro del núcleo y a la periferia nuclear, además 

de medir los diámetros mayor y menor del núcleo (Figura R24). Es importante destacar que la 

rotación y medición se hace independiente para cada señal, así el eje de rotación podría 

considerarse libre para cada señal. La tabla R4 muestra 

los resultados del análisis para un total de 13 células de 

la línea MCF7. 

Figura R24. Dispersión de HER2 dentro del núcleo de una célula 

MCF-7. Después de reconstruir tridimensionalmente la célula, se 

rota la célula para encontrar la vista en la que la señal se encuentra 

a mayor distancia del centro del núcleo. Cada señal es medida 

individualmente en su propia vista ortogonal óptima. Las 

dimensiones de cada núcleo celular fueron medidas también para 

calcular el área de cada ovalo.  
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Al final de las mediciones, se normalizaron las distancias entre la dispersión de la señal con 

respecto al área del óvalo normalizado para poder generar un gráfico de dispersión como el que se 

muestra en la figura R26.  Como se puede observar, cada señal tiene dos parámetros a considerar, 

1) la distancia entre el centro del núcleo y la señal analizada (representado en el eje de las abscisas) 

y 2) la distancia hay desde la localización de la señal hasta la periferia nuclear (eje de las 

ordenadas). 

Núcleo Señal Centro-señal Periferia-señal Diámetro largo Diámetro ancho 

1 
1.1 1.72 2.18 

13.1 7.5 
1.2 4.02 1.34 

2 
2.1 2.86 2.9 

17.84 10.56 
2.2 3.68 3.25 

3 
3.1 2.06 3.35 

16.44 10.82 
3.2 4.36 1.4 

4 
4.1 2.54 3.09 

16.26 11.7 
4.2 6.28 1.89 

5 
5.1 2.1 3.4 

12.7 8.4 
5.2 2.7 2.5 

6 
6.1 1.64 4.17 

13.6 7.2 
6.2 3.4 0.3 

7 
7.1 3.1 2.16 

14.1 9.8 
7.2 4.2 1.21 

8 
8.1 2.01 1.87 

13.8 10.1 
8.2 3.9 0.87 

9 
9.1 5.48 0.4 

12.4 7.9 
9.2 1.1 3.18 

10 
10.1 2.5 1.4 

11.1 8.1 
10.2 1.1 3.4 

11 
11.1 1.27 1.46 

8.24 5.41 
11.2 1.2 2.1 

12 
12.1 3.1 2.16 

11.4 7.9 
12.2 3.2 1.7 

13 
13.1 2.9 2.3 

13.1 10.1 
13.2 3 0.87 

Tabla R4. Distancias entre el centro del núcleo y la periferia nuclear para cada señal. Cada distancia se expresa 

en m. 
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Para visualizar este análisis, se agruparon las señales según su distribución subnuclear respecto a 

la periferia y al centro del núcleo en tres grupos principales, representados en el gráfico por tres 

colores. Dentro del ovalo color rojo, se localizaron aquellas señales cercanas al centro del núcleo 

y por lo tanto más alejadas de la periferia. En el ovalo amarillo cayeron las señales que se 

encontraban en una posición equidistante entre la periferia y el centro del núcleo, y por último en 

el ovalo verde se incluyeron las señales que se encontraban en una localización más periférica. 

Únicamente se tiene un caso de una señal que estaba prácticamente en la periferia nuclear y que 

no se engloba dentro de los óvalos (figura R26).   

 

 

Figura R25. Gráfico de dispersión de la ubicación de HER2 dentro del núcleo celular.  

A pesar de la distribución observada en el gráfico de dispersión, no se pudieron establecer dos 

grupos de señales que representen diferencias entre los dos alelos dentro de cada núcleo. Por ello, 

para evaluar cambios en la posición espacial de HER2 sería necesario utilizar un gen de referencia 

ubicado dentro del mismo cromosoma 17, como podrían ser los genes P53 o RORA.  
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8.Discusión.  
 

Este trabajo estuvo enfocado en utilizar la tecnología CRISPR-dCas9 para poder detectar en 

tiempo real y en células vivas, con alta resolución, la localización subcelular y el nivel de 

amplificación del gen HER2 en dos líneas celulares de cáncer de mama, una que no amplifica el 

gen y cuya biología es principalmente impulsada por estrógeno, MCF-7; y otra con un alto nivel 

de amplificación, SKBr-3. Estás líneas celulares han sido ampliamente utilizadas en el campo de 

la biología celular del cáncer de mama, y son modelo de estudio para la expresión y función de 

HER2 y otros genes con relevancia clínica en el cáncer de mama.  

Actualmente, el cáncer de mama es la neoplasia maligna invasora más común en la mujer 

mexicana, superando apenas en el 2016 al cáncer cervicouterino. Se sabe que el cáncer de mama 

tiene una constelación de causas y que el desarrollo de la enfermedad y respuestas a tratamiento 

puede variar ampliamente entre una mujer y otra, incluso entre mujeres con diagnósticos similares. 

Aunque es un cáncer muy frecuente, hay que tomar en cuenta varios factores para poder estimar 

la sobrevida de pacientes. En primer lugar, el diagnóstico de la enfermedad en estadios tempranos, 

(aunque incluye muchas otras características y no son objeto de este trabajo discutirlas), se puede 

considerar de manera general, cuando el tumor es menor a 5 años y no tiene ganglios de axilas 

afectados. La organización FUCAM A. C. reporta una supervivencia a 5 años del 97% de las 

mujeres que en las que el cáncer se detecta a tiempo y 93% de ellas sin recurrencia, mientras que, 

en etapas localmente avanzadas, con tumores mayores a 5 cm y con ganglios axilares afectados la 

supervivencia a 5 años disminuye a 72% y una recurrencia del 60%.  

A pesar de que el cáncer de mama tiene una biología muy variada, incluso para ser considerada 

como un conjunto de enfermedades, hoy en día se conocen muchos factores de riesgos asociados 

al desarrollo del cáncer de mama, factores tanto biológicos como endógenos e incluso factores 

hereditarios. La naturaleza y el carácter distintivo del cáncer de mama se pueden distinguir a través 

del examen patológico tradicional (es decir, en términos de morfología de la enfermedad), en los 

que se evalúa el tamaño del tumor, la ubicación dentro de la mama, la afectación de ganglios 

linfáticos axilares, eventos de metástasis, etc. Pero la real diversidad entre los cánceres de mama 

solo se puede apreciar a través de análisis moleculares de un conjunto de genes cuya actividad 

impulsa fuertemente el desarrollo de la enfermedad 
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Desafortunadamente, la clasificación molecular del cáncer de mama aún no ha alcanzado una 

implementación rutinaria en los centros de diagnóstico. En cambio, métodos histológicos basados 

en la expresión de al menos 3 receptores membranales:  receptor de estrógeno (ER), receptor de 

progesterona (PR) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), están 

ampliamente estandarizados en el diagnóstico. Según la expresión de estos receptores, el cáncer 

de mama puede ser dividido en 4 subtipos distintos: Luminal A (ER+/PR+/HER2−), Luminal B 

(ER+/PR+/HER2+), HER2 (ER-/PR-/HER2+) y triples negativos (ER−/PR−/HER2−) (Zeitz et al. 

2013).  

Detectar tempranamente la enfermedad es tan importante como dar un diagnóstico correcto, en la 

que los pacientes puedan acceder a terapias dirigidas contra el subtipo histopatológico de la 

enfermedad. Por ejemplo, cánceres de tipo Luminal A son tratados con terapia antiestrogénica 

como el Tamoxifeno, por otro lado, cánceres de tipo HER2 son tratados con un anticuerpo 

monoclonal que inhibe al receptor en la membrana de las células.  

Entonces, el diagnóstico del cáncer de mama actualmente está rutinariamente representado por la 

clasificación TNM (tamaño, ganglios y metástasis) y la clasificación inmunohistoquímica 

principalmente. Sin embargo, varios trabajos han demostrado que esta metodología de diagnóstico 

no es completamente confiable y señalan que «la clasificación molecular del cáncer de mama no 

se puede inferir de manera confiable a partir de un sustituto de tinción inmunohistoquímica» 

(Rivenbark et al.2013). 

Dado que en el caso específico de los tumores de tipo HER2, la mayor parte de las veces, la 

sobreexpresión de esta proteína está impulsada por la amplificación del gen, el método más 

indicado para evaluar a este tipo de tumores sería el conteo directo de las copias del gen que tienen 

las células tumorales. La prueba más confiable para explorar la amplificación de HER2 y de casi 

cualquier otro gen es la hibridación fluorescente in situ (FISH), de hecho, está prueba está indicada 

obligatoriamente para casos en los que la inmunohistoquímica no tuvo un diagnostico confiable. 

Desafortunadamente, FISH es una técnica muy costosa y que no todos los centros de diagnóstico 

pueden implementar., incluso cuando en la ficha de diagnóstico de todas las mujeres con la 

enfermedad está indicado conocer el nivel de amplificación de este y otros genes. 

Análisis recientes han demostrado que el cambio en el número de copias de un gen puede estar 

relacionados con cánceres más agresivos y que tienden a recurrencia (Smith JC, Sheltzer JM, 
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2018). Con base en esa información, conocer el número de copias de genes relacionados con el 

cáncer resulta de vital importancia para el diagnóstico y pronóstico de los pacientes.  

Un enorme trabajo realizado en el 2012 demostró que la clasificación inmunohistoquímica no 

corresponde completamente con la expresión molecular de 381 tumores. Sólo para el caso de la 

expresión de HER2, hubo una tasa de error del 11% en tipos Luminal A, 10% para el Luminal B 

y 39% para el HER2 y este tipo de errores aparecen en incluso otros trabajos (Rivenbark et 

al.2013). 

Es por esto, por lo que este trabajo implemento la tecnología CRISPR para detectar el nivel de 

amplificación de HER2 teniendo como perspectivas las ventajas prácticas y económicas sobre 

tecnologías como FISH o la inmunohistoquímica. Primero que nada, al estar basado en un sistema 

de plásmidos es bastante económico frente a FISH, el cual que está basado en sondas marcadas 

fluorescentemente y/o anticuerpos. Al ser un enfoque basado en un perfil molecular y no en 

tinción, el resultado puede ser complementario a la inmunohistoquímica para describir la expresión 

de HER2, además de que al ser un método in vivo, se evita la formación de artefacto típicos de los 

métodos de montaje y preservación de las muestras. En este sentido, el avance de los métodos de 

diagnóstico y tratamiento del cáncer hacia una medicina más personalizada para cada paciente, 

permiten intuir que la obtención de cultivos primarios de tumores tenderá a generalizarse más y 

más, pues permitirá un análisis molecular más fino de cada tipo de tumor en cada paciente. Es en 

esta posibilidad donde nuestra propuesta tiene cabida, es decir, utilizar la tecnología implementada 

en nuestro estudio para determinar la localización subcelular y niveles de amplificación en genes 

de relevancia diagnóstica. 

Los resultados observados por microscopia confocal permiten, al menos, identificar diferencias 

entre el número de señales de la línea celular MCF-7, con solo dos, y la línea celular SKBr-3 con 

múltiples señales dispersas por todo el núcleo. Si bien, no se examina todavía otro gen del 

cromosoma 17 que no se amplifique en ningún caso como P53 o RORA o al centrómero del 

cromosoma 17 y que evidencie que el sistema se está dirigiendo específicamente a HER2, la 

diferencia entre el número de señales entre las células estudiadas y la comparación con las células 

control podrían darnos certeza sobre la eficacia del sistema. Además, se debe mejorar la técnica 

para reducir al máximo el reclutamiento de dCas9-GFP al nucléolo. Ello se podría lograr 

posiblemente mediante la ingeniería de lo plásmidos, por ejemplo, cambiando el promotor de 
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dCas9-GFP por otro más atenuado que generar un menor número de copias, las cuales mejoraran 

la estequiometría con los sgRNAs exógenos, fomentando la formación de complejos sin que 

quedase dCas9-GFP libre para dirigirse al nucléolo.  Es importante resaltar que el  sistema CRISPR 

Multicolor utilizado en nuestro protocolo muestra similitudes en cuanto al número de señales 

observadas y su localización y distribución subnuclear con otros trabajos que utilizan la tecnología 

FISH (Figura D1) (Ceran C, et al. 2012; Rondón-Lagos M et al. 2014) 

 

 

  

  

 

  

 

 

Figura D1. Comparación entre imágenes obtenidas por FISH en dos estudios distintos y el sistema CRISPR 

Multicolor. Se muestra una comparación cualitativa entre los resultados obtenidos en un localización de HER2 

mediante FISH (a la izquiera Ceran C, et al. 2012 y el centro Rondón-Lagos M et al. 2014)) y los resultados obtenidos 

en nuestro análisis en células vivas (a la derecha). Se propone que los resultados cualitativos son comparables.  

En comparación con otros estudios como los de Meaburn and Misteli, que han demostrado una 

relocalización especifica de genes con importancia en el cáncer de mama, hasta el momento no 

hemos sido capaces de demostrar que HER2 se relocalice de alguna manera especifica en algún 

punto del núcleo celular de las células MCF-7. Para poder abordar esa pregunta sería necesario 

evaluar la localización de otros genes de referencia dentro del mismo cromosoma. Sin embargo, 

la amplificación de genes observada en lineas celulares como SKBr-3 es evidente utilizando el 

sistema CRISPR-dCas9 y se podría utilizar para poder rastrear más genes dentro del mismo núcleo 

celular y establecer patrones de amplificación que se dan junto con otros genes.  



78 
 

9. Perspectivas. 
 

Para poder complementar este trabajo y comprobar la eficacia del sistema CRISPR-dCas9 como 

un método más eficiente que las metodologías actuales se proponen varias perspectivas de corto y 

largo plazo. 

 Rastrear otros genes del cromosoma 17 que se conoce que son negativos para amplificación 

como   p53 o RORA y que servirían para cuantificar el nivel de amplificación de HER2. 

 Utilizar el sistema CRISPR para estudiar otros genes que se conoce amplifican durante la 

evolución del cáncer de mama y que son importantes para el diagnóstico molecular como 

ESR1, PR y EGFR1.  

 Ampliar el número de líneas celulares de cáncer de mama para estudiar la amplificación 

de HER2 en ellas.  

 Utilizar modelos de xenoinjertos en ratón basados en líneas celulares de cáncer de mama 

para comprobar la viabilidad del uso de la técnica en tumores. 
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10. Apéndice  

10.1. Secuencia de 2 kb del primer exón del gen Her2 

AAGTTCCTGTGTTCTTTATTCTACTCTCCGCTGAAGTCCACACAGTTTAAATTAAAGTTCCCGGATTTTTGTGGGCG

CCTGCCCCGCCCCTCGTCCCCCTGCTGTGTCCATATATCGAGGCGATAGGGTTAAGGGAAGGCGGACGCCTGATGGG

TTAATGAGCAAACTGAAGTGTTTTCCATGATCTTTTTTGAGGTAGGGCTGTTTACTGTCACCACCCCTGTCGGATTT

TACTTCCTAAACGTACCTGTAACTATCCACTTCTCTCCATCTCTTCTGGCACCACCCTGGTTAAAGACACCATCATG

TGTCGCCAAGACAGCCGCAGTAGCTTCTTAATGGCTCTCCCTGCCTCTACTTTTGCCTCTTCCAACCTGCGCTCCAT

TTTGAAAAATTAAAATTTGCCCATATCACTTTTTTTTTCTTAAAATTATTTACTGGCTCCCAATTACCTTGGGTAAA

ATACAGTCTCCACAAACCCTGCCTGATTTGGCCCCTGTCCACTGGTCTCCCTCACTCCCTTGCTCCAGACCCGCTTC

AGAGGGCTATGTCCCTCAAGCTTCCTGACTGCCTGGCCTGGTCTGAATCACTCACTCTTCTTTTTTCTTCTAGTCGC

AATTGAAGTACCACCTCCCGAGGGTGATTGCTTCCCCATGCGGGGTAGAACCTTTGCTGTCCTGTTCACCACTCTAC

CTCCAGCACAGAATTTGGCTTATGGTAGGCGCTAACTGCGTTTGTTTGTTCTTCTGTTTAATGAATGAACAGCATAC

ATCAACATAAGAACTTGACAAATCCAGGGCTGTAAAATCATCAGTATGGTTCTGCACTGAGATCGGAGAGAAGTAAT

ATTTCTAGGAAAATTAGGAACCCTGGGAACAGGACGCTTGCTTTAGTATCCTCTCCCTGCTCACCTCCCCTGCACTC

CCATCAGCACCGACCCACACCCAATCTCATAGAAGCCTTGTAGCTAAGGATCACCCTTTCTCCTCCCCCACTCTCCT

CACCCCTTGTCAACTTTTCTTTTTCGTCCTGGGGGTTGGAATGAGTAAGAAGTAGCCTGGGATTCCATTCACTCACT

TAACAAACATTTCTGAGTCCTTAGCTCTAGCACCTTGCTAAGCAAGGCAAAATCTCCAGGAGGCACCATTCACATTG

CATTTTCTGTGAATGGTGCTCTGGGGAGCAGCATTCACATTGCCTTTTCTGTGAATGGCAAATTCTTCCAGTTAAAT

ATAACATGAATAGTGTCCCCTGGAGTTGACCACCCAACTGATACTGACTGAGAAGCTGAAATGAACAAAACAACCCC

TTAGCCCTCCAGGAGCTGACCGGAAATCCAGTGCTAATACTACTTTGCATCTTACAGATTAGTTCTTTTACAATACT

GTTTTTTTTTCTTTTTTCATTTCATTTTGTCCTTTCTGTGACTCTGGGATGAGTCTTTTTATGAGGATCCTCATATA

AAGATGGACATTTAGGATTAAAGAGGATGAAATCCTGACAAAATAGGGAGTCTCCCCTTTAGAAAATTCCTAAGTAA

GGCTGGGGGTGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGACGGATCACCTGAGGTTAGGAG

TTTGAGACCAGCCTGACCAACATGGAGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAATTAGTTGGGTGTGGTGGTGCAT

GCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCCAGGGAGGCAGAGGTTGTGGTGAGCC

AAGATTGCGCCATCGCACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGCGAAACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAGAAAATTC

CAATTTTGAAGGCCTCATCCTATATTATGTCAAACATACTGAAATGCAGTAACGCCCCACATTAAATAAGATTTATA

AATAACTATACATATATATAATTCAATCTAATTGCTGTTAATAGTTGACATATTGCTACATTTATATACATTTAG 

10.2. Primers de secuenciación 

Primer Mer Secuencias TM 
hU6-F 

Human U6 promoter, 

forward primer 
21 -mer GAGGGCCTATTTCCCATGATT 

48% GC  /  6412.2 Da 56 °C 

LKO.1 5’ 
Human U6 promoter, 

forward primer 
20 -mer GACTATCATATGCTTACCGT 

40% GC  /  6067.0 Da 51 °C 

 

10.3. Secuenciación de vectores clonados. 
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