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1. Resumen

El factor transcripcional ETV5 estd implicado en el metabolismo, especificamente
en la homeostasis de la glucosa ya que regula la secrecion de insulina. En ensayos
In vivo se compararon ratones silvestres contra ratones knockout para ETV5 (ETV5
KO). Se ha descrito que los ratones ETV5 KO son mas delgados y pequefios,
presentan un pancreas disminuido y una tendencia a una masa de células beta
reducida. Ademas, se demostré6 que ETV5 esta involucrado en la secrecion de
insulina, especificamente regulando la transcripcién de genes de la exocitosis de la
misma. Para una buena secrecién de insulina se necesita una adecuada masa de

células beta, la cual esta dada por el apropiado niumero y tamafio de las mismas.

Por otra parte, se ha descrito que ETV5 se encuentra sobreexpresado en diversos
tipos de cancer y que esta involucrado en la proliferacidén celular. La proliferacion
celular esta regulada por genes involucrados en el ciclo celular, tales como ciclina
D2, E2F1 y S6K1, los cuales tienen secuencias de union para ETV5 dentro de su

promotor.

En este trabajo, se realizaron ensayos en la linea celular INS-1 (832/13) de células
beta pancreéticas de rata. Se encontré que al silenciar parcialmente a ETV5, se
reduce el numero de células a las 72 h post-transfeccion. Se demostr6 que al
disminuir el transcrito de ETV5, no se afectaron la viabilidad y la apoptosis; sin
embargo, la proliferaciébn celular esta reducida. Posteriormente, se estudié la
implicacién de ETV5 en la regulacion de genes implicados en la proliferacion celular.
Se observdo que al suprimir a ETV5, el transcrito de E2F1 se encuentra

sobreexpresado y no existe diferencia en la expresion de ciclina D2 y S6K1.

Por lo tanto se demostro, que al silenciar a ETV5 en la linea celular INS-1 (832/13),
disminuye la cantidad de células a través de la reduccién de la proliferacién celular,
via la regulacién transcripcional de E2F1. Esto sugiere que E2F1 pueda estar
regulando al gen p27KP1 el cual es un inhibidor del complejo CDK-ciclina D de la

fase G1 del ciclo celular, impidiendo asi la proliferacion celular.



2. Introduccion
2.1.El factor transcripcional ETV5

El factor de transcripcion E-veintiséis variante 5 (ETV5) pertenece a la familia de
factores de transcripcion E-veintiséis (ETS) y se clasifica dentro de la subfamilia de
activadores potenciales del poliomavirus 3 (PEA3) por su conformacion estructural
(Oikawa y Yamada 2003; Sangphil Oh, Sook Shin 2012).

La familia ETS esta compuesta por 28 factores de transcripcion en humanos, los
cuales promueven la transcripcion de genes. A su vez, estan involucrados en
diversos procesos, tales como el desarrollo celular, la proliferacién, la diferenciacion,

la angiogénesis y la apoptosis (Fry, Mallakin, e Inoue 2018).

La subfamilia PEA3 esta conformada por tres miembros: ETV1 (nombrado también
ER81, en relacién a E- veintiséis 81), ETV4 (también nombrado E1AF o PEA3) y
ETV5 (Sangphil Oh, Sook Shin 2012).

El factor de transcripcion ETV5 posee una dominio conservado, caracteristico de la
familia ETS, a través del cual se une al DNA por la secuencia consenso de union
5-GGA(A/T)-3" (Eo, Song, y Lim 2012).

2.2. Funcién de ETV5S en el metabolismo

Se ha descrito que ETV5 esta implicado en el metabolismo, particularmente en la

homeostasis a la glucosa (Gutierrez-Aguilar et al. 2014).

A través de un ensayo in vivo, donde se compararon ratones silvestres contra
ratones knockout para ETV5 (ETV5 KO), se encontré que los ratones ETV5 KO
tienen un menor peso, tamafio, masa magra y masa grasa, resultando ser mas
delgados. También, los ratones ETV5 KO presentaron un pancreas con un menor
namero y tamafio de islotes de Langerhans, asi como una tendencia a la reduccion

de masa de células beta (Gutierrez-Aguilar et al. 2014).

Los ratones ETV5 KO presentaron una intolerancia a la glucosa. Esto se debid, a

una hipoinsulinemia por disminucién en la secrecion de la insulina y se comprobo6



que ETV5 regula transcripcionalmente a genes de la exocitosis de la insulina
(Gutierrez-Aguilar et al. 2014).

2.3. Funcion de ETV5 en la proliferacion celular

Una adecuada masa de células beta esta dada por el apropiado niumero y tamafio
de las mismas, lo cual es esencial para que exista una buena secrecion de insulina
(Szabat et al. 2016; Boni-Schnetzler et al. 2018). Por lo tanto, la proliferacion celular

€S un mecanismo necesario para que haya una adecuada masa de células beta.

Se ha identificado que los integrantes de la familia ETS, participan en diversos
mecanismos fisiolégicos y del desarrollo, incluidos el control del ciclo celular, la
proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis, la remodelacion del tejido y la

angiogénesis (Sizemore et al. 2017)

Se ha encontrado que ETV5 se encuentra sobreexpresado en diversos tipos de
cancer, tales como cancer de esé6fago, cancer de cabezay cuello, leucemia, linfoma
y melanoma, entre otros; particularmente, su sobreexpresién en cancer colorrectal,
se ha correlacionado a un mal pronéstico. Por otra parte, sus mecanismos de accion
involucran la proliferacion celular, la promocion de angiogénesis y migracion celular
(Cheng et al. 2019; Haoran et al. 2019).

Se ha reportado que ETV5 se encuentra sobreexpresado en cancer tiroidal papilar
y que su presencia es critica para el crecimiento y proliferacion celular. Ademas, se
encontré que se expresa rio abajo de la via de proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) e interviene directamente en la sobreexpresion del factor de
transcripcion 1 twist basico hélice-bucle-hélice (TWIST1), un marcador de

infiltracion vascular y metastasis (Puli et al. 2018).

En un modelo in vitro de cancer de vejiga, se evidencio que ETV5 se sobreexpresa
y aumenta la proliferacion al participar en la induccion de la proteina tafazzina (TAZ),
que junto con el homologo de la proteina Yorkie (YAP1) regulan la transcripcion de

genes de proliferacion y antiapoptoticos (di Martino et al. 2019).



2.3.1. Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso complejo que involucra una serie de etapas, a través
de las cuales una célula madre duplica su contenido y se divide en dos células hijas

idénticas (Baserga 1968; Evan y Vousden 2001).

La proliferacion celular involucra una secuencia de pasos que aseguran un ambiente
celular adecuado para poder duplicarse y dividirse, llevando a cabo las diferentes
etapas del ciclo celular (Golias, Charalabopoulos y Charalabopoulos 2004).

El ciclo celular se divide en 5 diferentes etapas que son: GO, G1, S, G2 y M
(Figura 1) (Ivanchuk et al. 2004).

2.3.1.1. Fase GO

Durante la fase GO ocurre un arresto del ciclo celular, ya que la célula permanece
en un estado de reposo (Wenzel y Singh 2018). La fase GO o estado de dormancia
se mantiene activo a través de la represion transcripcional de genes necesarios para
la replicacion del acido desoxirribonucleico (DNA) y activacion de la mitosis.
Ademas, hay una expresion activa de genes antiapoptéticos, antisenescencia y
antidiferenciacion (Cook y Matson 2017)

2.3.1.2. Fase Gl

Durante la fase G1, la célula se prepara para la replicacion del DNA, acumulando
proteinas y aumentando de tamafio. Durante esta etapa, hay sefiales que estimulan
la expresion de ciclinas tipo D, las cuales funcionan como sensores de los factores

de crecimiento (Bertoli, Skotheim y De Bruin 2013).

A través de estimulos mitogénicos, se desencadena una serie de eventos de
fosforilacion, regulados por cinasas dependientes de ciclina (CDK) que forman un
complejo con su ciclina (Bertoli, Skotheim y De Bruin 2013).

En esta fase existe un punto de control que permite regular el paso de la fase G1 a
la fase S. De esta forma, se asegura que el ambiente celular es favorable y que
existen los insumos necesarios para la sintesis del nuevo material genético.
(lvanchuk et al. 2004).



La cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) y la cinasa dependiente de ciclina 6
(CDK®6) se encuentran activas en estado temprano de G1 y tienen union especifica
a ciclinas tipo D. En contraste, la cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2) actla en

un estado tardio de G1 uniéndose a ciclina E y ciclina A (lvanchuk et al. 2004).

La proteina del retinoblastoma (Rb) se mantiene unida a E2F, inhibiendo asi su
funcién como factor transcripcional. La fosforilacion de Rb, dada por los complejos
CDK-ciclina D, libera a E2F, lo que permite que se transcriban genes requeridos
para la sintesis del DNA 'y la transicion de la fase G1 a S (Giacinti y Giordano 2006).
Por lo tanto, la transicion de la fase G1 a S es altamente regulada por los complejos
CDK-ciclina.

Por otra parte, existe la modulacion de los complejos CDK-ciclina, la cual se controla
a través de la union con inhibidores de CDK, lo cual permite que haya una estricta
regulacion del ciclo celular. Los integrantes de familia Inhibidores de CDK4 (INK4):
pl6'NK4a n15INK4b ' n1 8 INKdc y 19 INK4d se unen a CDK4 y CDK®6, evitando su union
a ciclinas tipo D e inhibiendo su actividad de cinasa. Ademas, los miembros de la
familia de proteinas de interaccion con CDK/proteinas inhibidoras de cinasa
(CIP/KIP): p21CP1 p27KIPl y p57 KIP2 'son capaces de unirse a diferentes complejos
CDK-ciclina, inhibiendo también su accion de cinasa (Besson, Dowdy y Roberts
2008).

Se ha encontrado que en una linea celular de pulmén, E2F1 es capaz de inducir la
expresion de p27XP1 por union directa a su regién promotora. Se demostré que al
sobreexpresar a E2F1 hay una mayor presencia de p27XPl y las células
disminuyeron su avance a través del ciclo celular, comparadas con las que se
silencié p27KIP1 (Wang et al. 2005).

2.3.1.3. FaseS

Durante la fase S, la célula duplica su contenido de DNA con la finalidad de tener

dos copias del material genético que recibiran las células hijas (Jain et al. 2015).

La expresion de ciclinas A y E aumenta durante el estado tardio de G1 y estas
permanecen activas durante la fase S. La progresion a través del punto de control



de G1/S, depende de los complejos CDK2-ciclina E y CDK2-ciclina A que mantienen
a Rb fosforilado, permitiendo que E2F transcriba a sus genes blanco (Du et al.
2016).

2.3.1.4. Fase G2

Durante la fase G2, la célula se prepara para realizar la mitosis y la division celular.
Se verifica que el nuevo DNA sintetizado no contenga mutaciones y que la célula
cuente con la maquinaria necesaria (Oakes et al. 2014).

Durante la transicion de la fase S a G2, hay formacion de complejos CDK1-ciclina B.
Ademas, existe una disminucién en la actividad del complejo de G1/S,
CDKZ2/ciclina E, que se inactiva debido a la degradacion de ciclina E, por procesos
de ubiquitinacion (lvanchuk et al. 2004).

2.3.1.5. FaseM

Durante esta fase, la célula reparte de forma equivalente su material genético y
componentes, dando origen a dos células hijas (Lara-Gonzalez, Westhorpe, and
Taylor 2012).

Durante la transicion G2 a M, se da la formacion de nuevos complejos CDK-ciclina,
que son importantes para el inicio, progresion y término de la fase M. El complejo
CDK1-ciclina B contribuye a la activaciéon del complejo promotor de la anafase
(APC), asi como, a la descomposicion de la envoltura nuclear y montaje del huso

mitético (Lara-Gonzalez, Westhorpe, and Taylor 2012).

Por otra parte, existe un blanco critico del control mitético que es una proteasa,
conocida como separasa, la cual desencadena la anafase por rompimiento del
homologo de proteina rad21 de reparacion de doble hebra (hRad21), proteina que

mantiene unida a las cromatidas hermanas (lvanchuk et al. 2004).

La proteina separasa, se mantiene inactiva por su asociacion a securina. Al

activarse el complejo APC por union con el homodlogo de proteina 20 del ciclo de



divisién celular (cdc20), sucede la degradacion de securina, via ubiquitinacion, lo

gue da inicio a la anafase (Ilvanchuk et al. 2004).
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Figura 1. Fases del ciclo celular en una célula eucarionte. Durante la fase
G1, la célula crece y se prepara para la sintesis del DNA. En la fase S sucede la
replicacion del DNA. Posteriormente, en la fase G2 la célula se prepara para la
divisiéon celular. Finalmente, en la fase M la célula madre da origen a dos células
hijas idénticas (Menéndez Valderrey, J. L. 2019).

2.3.2. Proliferacion via mTOR

Convergente a la via de proliferacion mediada por complejos CDK-ciclina, existe la
via diana de rapamicina en células de mamifero (MTOR) que se involucra también

en la proliferacion celular (Morita et al. 2015).

La via de sefalizacion por mTOR forma dos distintos complejos, el complejo
MTOR 1 (MTORC1) y el complejo mTOR 2 (mTORC2). El complejo mTORC1 se
involucra en la sintesis de proteinas y otros procesos anabdlicos, como el

crecimiento celular y la proliferacion. Por otra parte, mMTORC2 regula la organizacion



del citoesqueleto, modula la fosforilacion de proteinas cinasas y se le ha relacionado
la degradacion de polipéptidos (Figura 2) (Morita et al. 2015; Gao et al. 2012).

MTORCL1 puede fosforilar a la cinasa 1 ribosomal S6 (S6K1), cinasa 2 ribosomal S6
(S6K2) y al factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E de union a la proteina
1 (4E-BP1). Posteriormente, S6K1 y S6K2 fosforilan a la proteina S6 o el factor 4E-
BP1, el cual puede liberar al factor de iniciacion de traduccion (elF4E). Ambas
situaciones, inducen la sintesis de proteinas, crecimiento y proliferacion celular
(Vicary and Roman 2016; Kurgan et al. 2017).

Factores de crecimiento

PI3K
A
AKT
mTORC2
mTOR mTOR -

S6K1
4EBP1
\ 4 @

Organizacion del
citoesqueleto, progresion

mTORC1

Sintesis de proteinas,
crecimiento celular,
proliferacion.

del ciclo celular.

Figura 2. Resumen de la via mTOR. Los factores de crecimiento activan la via mTOR,
mMTORC1 favorece la proliferacion celular, la sintesis de proteinas y el crecimiento
celular. mTORC2 esté involucrado en la organizacion del citoesqueleto y la progresion
del ciclo celular, entre otras funciones. Abreviaturas: PI3K (Fosfoinositol 3 cinasa), AKT
(Proteina cinasa B), mLST8 (proteina asociada a mTOR, homélogo de LST8), Raptor
(Proteina reguladora asociada al complejo 1 de mTOR), mSIN1 (proteina cinasa activada
por mitdgeno asociada a la proteina 1), Rictor (proteina de mTOR insensible a la
rapamicina), SGK1 (proteina cinasa SGK), PKCa (proteina cinasa C a) (Gao, et al. 2012).



2.4.Lalinea celular INS-1 (832/13) como modelo de estudio

La linea celular INS-1 proviene de células de insulinoma de rata, inducida por rayos

X. Estas células son capaces de sintetizar y secretar insulina (Hohmeier et al. 2000).

Para realizar el aislamiento de la clona INS-1 (832/13), las células INS-1 fueron
transfectadas con un plasmido conteniendo el gen de insulina humano, el promotor
de citomegalovirus y un marcador de seleccion de resistencia a la neomicina. La
seleccion clonal convirtio a estas células en un mejor modelo de estudio, el cual se
utiliza para comprender genes implicados en la secrecidén de insulina, haciendo
posible semejar la exocitosis de insulina como la de islotes pancreéticos recién

aislados (Hohmeier et al. 2000).
2.5. Intervencion de lainsulina en la proliferaciéon celular

La insulina es una hormona que tiene funciones reguladoras del metabolismo y
ademas es considerada un mitdgeno, que promueve el crecimiento celular

(Taniguchi, Emanuelli, y Kahn 2006).

Al estimular al receptor de insulina (RI), se activan principalmente dos cascadas de
sefalizacion. Una de ellas es la via fosfoinositol 3 cinasa/proteina cinasa B
(PIBK/AKT), la cual tiene efectos predominantes sobre metabolismo y la otra es la
via GTPasa RAS/Serina-treonina cinasa RAF/Proteina cinasa activada por
mitbgeno MEK/ Proteina cinasa activada por mitdgeno ERK (RAS/RAF/MEK/ERK),
que provoca efectos mitogénicos (Vigneri, Goldfine, y Frittitta 2016).

La insulina puede controlar el mecanismo de proliferacion celular por medio de la
via RAS/RAF/MEK/ERK. Cuando la insulina se une a Rl provoca que se fosforile la
proteina transformante SHC (SHC) y en consecuencia se reclute un complejo
formado por la proteina de unién al factor de crecimiento (GRB) y el homdélogo de la
proteina hijo de siete (SOS). Esto desencadena la activacion de la GTPasa RAS y
subsecuentemente a las isoformas de RAF, asi como sus efectores rio abajo de la
via, MEK1/2 y ERK1/2. Una vez activados ERK1/2, se produce la fosforilacion de

proteinas citosélicas, que se translocan al nucleo, regulando la expresién de genes



que favorecen el crecimiento y proliferacién celular (Vigneri, Goldfine, and Frittitta
2016).

3. Antecedentes

Se ha descrito que al suprimir el gen ETV5 en la linea celular INS-1 (832/13)
disminuye la secrecion de insulina, debido a la regulacion transcripcional de genes
involucrados en la exocitosis de esta hormona (Gutierrez-Aguilar et al. 2014). Para
poder estudiar el efecto de ETV5 sobre la proliferacion, independientemente de la

estimulacién de insulina, se utilizo la linea celular HEK293T (Cézares-Trejo 2017).

Utilizando la linea celular HEK293T y suprimiendo al gen ETV5, se observo que
existe una disminucion del nimero de células. Posteriormente, se realizaron
ensayos de viabilidad, apoptosis y proliferacion celular. Se encontré6 que ETV5
regula la proliferaciéon celular y no afecta a la apoptosis ni a la viabilidad (Cazares-
Trejo 2017).

Realizando un analisis in silico se demostro que los genes ciclina D2, S6K1 y E2F1
presentan sitios de unién en sus promotores para ETV5. Al silenciar parcialmente a
ETV5 por medio de un siRNA en las células HEK293T se confirmé la disminucion
de la expresion de ETV5 y un menor nimero de células, debido a la reduccion de la
proliferacion celular y se encontré un descenso en el transcrito de ciclina D2, lo que

sugiere un control transcripcional de ETV5 sobre este gen (Cazares-Trejo 2017).

4. Hipotesis

El silenciamiento de ETV5 disminuira la proliferacion de la linea celular
INS-1 (832/13), via la regulacion transcripcional de sus posibles genes blanco
(ciclina D2, S6K1 o E2F1).

5. Objetivos
5.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del factor transcripcional ETV5 en la proliferacién celular y
demostrar su regulacién sobre la expresion de posibles genes blanco como ciclina
D2, E2F1 y S6K1.
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5.2.0bjetivos particulares

» Optimizar el ensayo de transfeccion para el silenciamiento de ETV5 en la linea
celular INS-1 (832/13).

» Realizar el conteo de células posterior al ensayo de transfeccion.

» Evaluar la viabilidad de la linea celular INS-1 (832/13) posterior al silenciamiento
de ETV5.

» Evaluar la apoptosis de la linea celular INS-1 (832/13) posterior al silenciamiento
de ETV5.

» Evaluar la proliferacion de la linea celular INS-1 (832/13) posterior al

silenciamiento de ETV5.
» Realizar la extraccion de RNA total y sintesis de cDNA por transcripcion reversa.
» Cuantificar la expresion relativa de diferentes transcritos mediante qPCR.
o ETVS
o Ciclina D2
o S6K1
o E2F1
o L32

» Realizar extraccion de proteinas de la linea celular INS-1 (832/13) posterior al

ensayo de transfeccion y cuantificar proteinas de interés:
o ETVS5
o ciclina D2
o E2F1

o [PB-actina
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6. Materiales y métodos
6.1. Cultivo celular

Como modelo de estudio se utilizo la linea celular INS-1 (832/13) entre los pasajes
20y 34. Los cultivos se mantuvieron en ambiente humedo a 37°C y con 5% de COx.
Se utilizd medio completo que contiene: medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA
R8758, al cual se afadieron antibiéticos o GIBCO 11875-093 sin antibidticos),
suplementando con FBS (suero fetal bovino) inactivado por calor al 10% (GIBCO
10082), amortiguador HEPES 10 mM (GIBCO 15630-080), L-glutamina 2 mM
(GIBCO 25030-081), piruvato sédico 1mM (SIGMA S8636), 2- mercaptoetanol 0.05
mM (GIBCO 21985023) y penicilina-estreptomicina 100 U/mL-10mg/mL (HyClone™
SV30010).

6.2. Transfeccion

Las células INS-1 (832/13) fueron transfectadas con un RNA corto de interferencia
(siRNA). El siRNA es un segmento de 20 a 30 nucledétidos, que al internalizarse en
la célula, tiene por objetivo silenciar un gen especifico. El siRNA se une al complejo
de RNA inductor de silenciamiento (RISC), guiando asi la unién a su secuencia
complementaria del transcrito del gen de interés, provocando su degradaciéon a

través de la accion catalitica de RISC (Dana et al. 2017).

Para la transfeccion, se plaguearon las células en cajas de 6 pozos, con una
cantidad de 6x10° células por pozo con 2 mL de medio sin antibiético. Transcurridas
24 h después del plaqueo, se transfectaron las células con 20 nM de siRNA control
(siC, Dharmacon™ D-001810-10-05) o con 20 nM de siRNA ETV5 (siE,
Dharmacon™ L-087219-02). Se utilizé el agente de transfeccion (Thermo Scientific
T-2001-02) y se sigui6 el protocolo indicado por el proveedor.

Por cada 99 pL de medio sin suplementos se colocé 1 uL de agente de transfeccion
y se dejo incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Simultaneamente, se
preparod la cantidad de siRNA control o sSiRNA ETV5 a ocupar, a partir de stocks de
20 pM. Para 99 pL de medio sin suplementos, se colocé 1 pL de siRNA y se dej6

incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadieron 100
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pL del agente de transfeccion por cada 100 pL de siRNA, incubando durante 20

minutos a temperatura ambiente.

Por otra parte, se retir6 el medio de los pozos y se colocaron 800 pL del medio
completo a cada pozo. Una vez concluida la dltima incubacion de los reactivos de
transfeccion, se afiadieron 200 uL por pozo de la mezcla de agente de transfeccién
con siRNA control o siRNA ETV5 (concentracion final del siRNA es de 20 nM por

p0z0), segun correspondiera.

Después de 24 h de la transfeccién, se retiré el medio de los pozos y se coloco
medio completo fresco con antibiéticos. Las células se dejaron incubar hasta las 72
h después de la transfeccion, tiempo en el que se encontrd el mayor descenso del
transcrito de ETV5.

6.3.Conteo celular

Para el conteo de las células, se retir6 el medio de los pozos y se enjuagd con
500 yL de PBS (amortiguador de sales de fosfato, pH= 7.4) cada pozo.
Posteriormente, se afiadieron 500 pL de tripsina (HyClone™ SH30042.02) por pozo
y se incub6 a 37°C por 2 min. Las células se colectaron en tubos Falcén de 15 mL
y fueron centrifugadas 3 min a 900 x g. Se desecho el sobrenadante y las células

se resuspendieron en 500 puL de medio con antibiético.

De la suspension anterior de células, se realizé una dilucién 1:100 y de esta se
tomaron 10 pL para el llenado de la camara de Neubauer (MARIENFELD®
0610010). Se realiz6 el conteo del numero de células en 3 campos diferentes con
un area de 1 mm?y se utilizo la siguiente formula para calcular la cantidad de células

por microlitro:

Y. (N° de células)
N° campos x Area de conteo(mm?2) x Profundidad (mm) x Factor dilucién

= Células/pL

Donde: Profundidad = 0.1 mm, N° campos = 3, Area de conteo =1 mm?,
Factor dilucién=1/100
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6.4.Determinacion de la concentracion de insulina por ELISA

Se recolecté el medio de las células durante el ensayo de transfeccion. Las
muestras se tomaron a las: (a) 0 h (antes de la transfeccion), (b) 24 h post-
transfeccion, (c) 24 h (del periodo de 24 a 48 h post-transfeccion), d) 24 h (del
periodo de 48 a 72 h post-transfeccion) y e) 48 h (correspondiente al periodo de 24
a 72 h post-transfeccion), para cada tratamiento.

Se cuantificé la concentracién de insulina secretada por las células, utilizando un
estuche (ALPCO 80-INSRT-E01) que emplea el ensayo de inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA).

Se realizaron las siguientes diluciones de las muestras para correrlas en el ELISA:

1:15 para los medios recolectados cada 24 hy 1:30 para los recolectados a las 48 h.

Para el ensayo de ELISA se pipetearon 10 pL de estandar o muestras diluidas.
Posteriormente, se colocaron 75 pL de la solucién con anticuerpo conjugado a
peroxidasa de rabano (HRP) y se incub6 por 2 h en agitacion a temperatura

ambiente.

Se decanto el contenido de los pozos y se lavo 6 veces con 350 pL de amortiguador
de lavado. Después, se colocaron 100 uL de 3,3’,5,5 -tetrametilbencidina (TMB) y
se incubd por 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Seguido de esto, se
afiadieron 100 pL de la solucion de paro y se midio la absorbancia a 450 nm.

Para calcular la concentracién de insulina, se ajustd el modelo de la recta con las
absorbancias de los estandares y sus concentraciones. Finalmente, se interpolaron

las absorbancias de las muestras a la recta y se obtuvieron las concentraciones.
6.5.Viabilidad

La determinacion de viabilidad celular se realizé mediante el equipo analizador de
células Muse (Guava® Muse®, Luminex), utilizando el estuche de conteo y viabilidad
(Luminex MCH100102).

Durante este procedimiento, las células viables como no viables se tifien en funcion
de su permeabilidad a dos colorantes de unién al DNA que estan presentes en el
reactivo. El primer colorante (yoduro de propidio), tifie las células que perdieron la
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integridad de su membrana, lo cual permite diferenciar las células viables y no
viables. Por otra parte, el segundo colorante (LDS-751) es capaz de tefir cualquier
célula con ndcleo, lo cual permite diferenciar las células nucleadas del debris (Phi-
Wilson J, et al. 2001)

Para este ensayo, se realiz6 una suspensidbn homogénea de células con una
concentracion de 5x104 células/mL en un medio de PBS suplementado con 2 uM
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y 3% FBS. Se tomaron 80 pL de la
suspensioén de células y se afiadieron 150 pL de reactivo de conteo y viabilidad. Se
incubé a temperatura ambiente por 5 minutos y se procedié a la lectura de la

muestra en el analizador de células Muse.
6.6. Apoptosis

Este ensayo se realizé en el equipo analizador de células Muse (Guava® Muse®,
Luminex), implementando el estuche de anexina V y muerte celular (Luminex
MCH100105).

Durante este proceso, el analizador de células Muse, detecta la union de anexina V
a fosfatidilserina (marcador de muerte celular) externalizada por las células
apoptéticas. Ademdas, en la reaccibn se encuentra el marcador
7-aminoactinomicina D (7-ADD), que indica la integridad estructural de la membrana
(Koopman G, et al. 1994). De acuerdo a la presencia o ausencia de estos dos

marcadores, el equipo clasifica 4 diferentes poblaciones celulares:
e Células no apoptéticas: Anexina V (-), 7-ADD (-).
e Células en apoptosis temprana: Anexina V (+), 7-ADD (-).
e Células en apoptosis tardia y células muertas: Anexina V (+), 7-ADD (+).
e Debris nuclear: Anexina V (-), 7-ADD (+).

Para este ensayo, se realizO una suspension homogénea de células con una
concentracion de 5x10* células/mL en un medio de PBS suplementado con 2 uM
EDTA y 3% FBS. Se tomaron 100 pL de la suspension de células y se afiadieron

100 pL de reactivo anexina V y muerte celular. Se incub6 a temperatura ambiente
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por 20 minutos en obscuridad y se procedié a la lectura de la muestra en el
analizador de células Muse.

6.7.Proliferacion

El ensayo de proliferacion celular se realizé por medio del estuche EdU-Click 594
(Sigma-Aldrich, BCK-EdU594-1), que se basa en la deteccion de un analogo de
timidina, 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU). Este analogo se incorpora durante la
replicacion del DNA, al cual posteriormente se une el fluorocromo
5/6-sulforodamina-101-PEG3-azida. De esa forma, si las células estan proliferando,

fluoresceran al ser observadas en el microscopio.

Para esta determinacion, las células fueron incubadas y transfectadas sobre
cubreobjetos de 18 x 18 mm. A las 72 h post-transfeccion, se realizé el ensayo de
proliferacion. Para dicho ensayo, las células se incubaron a 37°C con 5 uM de EdU
por 3 h. Después las células se fijaron con una solucién de formaldehido al 3.7% en
PBS a temperatura ambiente por 15 min. Se enjuagaron dos veces con una solucion
de BSA (albumina de suero bovino) al 3% en PBS y se permeabilizaron por 20 min
con una solucién de Triton® X-100 al 0.5% en PBS, enjuagando nuevamente con
solucion de BSA al 3% en PBS.

Posteriormente, se prepard una solucion de reaccidén que contenia 379 L de agua
desionizada, 50 uL de amortiguador de reaccion, 20 uL de solucion de catélisis, 1
puL de 5/6-Sulforodamina-101-PEG-Azida y 50 pyL de amortiguador aditivo, por
reaccion, para la union del fluorocromo con EdU. Las células se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente en obscuridad y después se enjuagaron 3 veces
con solucién de BSA al 3% en PBS.

Finalmente, los cubreobjetos se colocaron en medio de montaje con 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), colorante de unién al DNA que facilita la visualizacién de las
células nucleadas (Abcam ab104139) y se observaron en el microscopio invertido
con iluminador de fluorescencia (OLYMPUS 1X83). Se tomaron sistematicamente 3

campos representativos por laminilla. Las imagenes fueron guardadas y procesadas
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a través del software Olympus cellSens V2.3. Para el conteo de células se utilizo el
software ImageJ v1. 520.

6.8.Extraccion de RNA

Este ensayo se realizé mediante un estuche de purificacion de acido ribonucleico
(RNA) total (Jena Bioscience PP-210S).

Se retird el medio de los pozos que contenia las células transfectadas. Se agregaron
500 pL de amortiguador de lisis con 1% de 2-mercaptoetanol, se homogeneizaron
las muestras y se mantuvieron las placas en todo momento sobre hielo, para evitar
gue el RNA se degradara. Posteriormente, se afiadieron 300 pL de isopropanol a
las muestras y se homogeneizé. Simultaneamente, se realiz6 la activacion de las
columnas utilizando 100 pL del amortiguador de activacion por columna. Se
centrifugd a 10,000 x g por 30 s. Se desechd el amortiguador eluido. Una vez
activadas las columnas, se colocaron las muestras y se centrifugaron a 10 000 x g
por 30 s, desechando el filtrado.

Después se afadieron 700 uL de amortiguador de lavado primario y se centrifugé a
10 000 x g por 30 s, desechando el eluido. Se repiti6 nhuevamente este paso.

Finalmente, se centrifugd nuevamente a 10 000 x g por 2 min para secar la columna.

Para eluir al RNA de la columna, se colocé la columna en un tubo Eppendorf de 1.5
mL y se afiadieron 30 uL de agua libre de RNAsas. Se incubd por 1 min y se eluy6
el RNA de la columna, centrifugando a 10 000 x g por 1 min.

Para establecer la concentracion y pureza del RNA total, se utilizaron 2 pL del RNA
purificado para la lectura de absorbancia por medio de un espectrofotometro
(Thermo Scientific, Multiskan GO) a 260 y 280 nm.

6.9.Sintesis de cDNA por transcripcion reversa (RT)

A partir del RNA total extraido de las células, se realiz6 la reaccion de transcripcion
reversa, para la cual se ocup6 un estuche de sintesis de cDNA (Jena Bioscience
PCR-511S). El procedimiento se realiz6 como lo indica el fabricante, utilizando oligo-

dT1s-2s como cebador y 1000 ng de RNA total por reaccion.
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Las reacciones se incubaron en un termociclador (Axygen Maxygene I, PCR
convencional) utilizando las siguientes condiciones: 10 min a 42°C, seguido de
60 min a 50°C y 10 min a 70°C.

6.10. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

A partir del cDNA sintetizado, se analizo la expresion de los genes de interés. Se
utilizé un termociclador (Agilent AriaMX, PCR en tiempo real) y sondas Tagman®
para los genes: ETV5 (Rn00465814 g1), ciclina D2 (Rn03020897_m1l), E2F1
(Rn01536222_m1), S6K1 (Rn00579546_m1) y L32 (Rn00820748 gl).

Para las reacciones de gPCR, se utilizé una mezcla maestra (Applied Biosystems™
4440038) y 1 pL del cDNA para cada uno de los genes, haciendo las reacciones por
triplicado. Los parametros de incubacién en el termociclador fueron: 2 min a 50°C,

10 min a 95°C, posteriormente 40 ciclos de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C.

Los datos obtenidos se procesaron por el método AACt, con la finalidad de obtener

valores de expresion relativa, normalizados por el gen de referencia L32.
6.11. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se realizé la extraccién de proteinas de las muestras a partir de una mezcla de
amortiguador de ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA, Thermo Scientific
89900) con inhibidor de proteasas al 1% (Thermo Scientific 78410), inhibidor de
fosfatasas al 1% (Thermo Scientific 1862495) y bensonaza al 0.1% (Sigma E1014-

25KU), utilizando un volumen de 250 pL de esta mezcla.

Posteriormente, se realiz6 la cuantificacion de proteinas de los extractos por medio
de un estuche (Biorad 500-0116) que emplea un ensayo colorimétrico tipo Lowry.
Este ensayo consiste en la reaccién de la proteina con tartrato de cobre en medio
basico, lo que genera especies reducidas del reactivo de Folin, que producen un
color azul caracteristico (Lowry,et al. 1951).

Las muestras fueron cuantificadas en una dilucién 1:3. Los reactivos fueron
preparados como lo indica el fabricante y las reacciones se leyeron en un

espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 750 nm.
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6.12. Western blot

La electroforesis se realizdé cargando 75 g de proteina por muestra, en geles de
poliacrilamida al 14%. Se corrio la electroforesis a 80 V por 30 min y después a 120
V por 6 h.

Posteriormente, se hizo la transferencia del gel a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) por medio de un sistema de transferencia (Bio-rad, Trans-Blot®
Turbo™) durante 20 minutos a 25 V y 1.0 A. Posteriormente, se tifio el gel de

poliacrilamida con azul de Coomassie y la membrana con rojo de Ponceau.

Las membranas se bloquearon con una mezcla de leche al 5% y TWEEN al 1.2%
en PBS por 1 h. Después, se incubaron con el anticuerpo primario durante toda la
noche a 4°C en las siguientes diluciones: ETV5 (Santa Cruz Biotechnology sc-
100941) dilucion 1:200, ciclina D2 (GeneTex GTX32545) dilucién 1:7000, E2F1
(Santa Cruz Biotechnology sc-56662) dilucion 1:100 y B-actina (Cell Signaling
4967S) dilucion 1:5000.

Posterior a la incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS por 10 minutos y se
incubd con un anticuerpo secundario unido a peroxidasa de rabano. Para ETV5 y
E2F1, se utiliz6 1gG de ratdn (Cell Signaling 7076P2) dilucién 1:5000, para ciclina D2
y B-actina, se utilizé 1gG de conejo (Cell Signaling 7074P2) dilucién 1:5000.

Las membranas se lavaron nuevamente y se agregoé el reactivo de revelado para
quimioluminiscencia (Millipore WBKLS0100). Se incubdé por 2 minutos a
temperatura ambiente y se revelé en un fotodocumentador (VILBER Fusion Fx). La

densitometria de las imagenes fue procesada a través del software ImageJ v1. 520.
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7. Resultados
7.1. Optimizacion del cultivo celular en placas de 6 pozos

El cultivo celular se realizd en placas de 6 pozos. Se determiné la cantidad de
células necesarias para que al cabo de las 96 h posteriores al plaqueo de las células,
se tuviera una confluencia cercana al 90%.

En este ensayo, se incubaron 5 cantidades diferentes de células por pozo: 3x10°%,
4.5x10°, 6x10°, 7.5x10° y 1x10%; se encontré que las dos primeras cantidades de
células fueron insuficientes para lograr la confluencia necesaria. Las dos ultimas
concentraciones rebasaron la confluencia que se requeria y las células comenzaron
a desprenderse. Finalmente, se observé que al plaguear 6x10° células por pozo, se
logré obtener una confluencia cercana al 90% al cabo de las 96 h (Figura 3). Por lo
tanto, esta cantidad de células fue la adecuada para realizar los ensayos de

transfeccion posteriores.

INS-1 (3x10° INS-1 (4.5x10° INS-1 (6x10° INS-1 (7.5x10° INS-1 (1x108

Tiempo
cél./pozo) cél./pozo) cél./pozo) cél./pozo) cél./pozo)

96 h

Figura 3. Optimizacién del numero de células en placas de 6 pozos.
Comparacion de diferentes cantidades de células por pozo a las 96 h de incubacion.

7.2. Optimizacion de la transfeccion con siRNA contra ETV5 en la linea
celular INS-1 (832/13)

Este ensayo tuvo como objetivo evaluar la concentracién necesaria de siRNA contra
ETV5 para poder obtener una disminucién en la expresién relativa de este geny asi
poder evaluar su efecto en la viabilidad, apoptosis y proliferacion de las células
INS-1 (832/13). Se probaron diferentes concentraciones de siRNA contra ETV5:

10 nM, 20 nM y 40 nM, realizando simultaneamente una transfeccion con siRNA
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control a 20 nM. Para todos los tratamientos se coloc6 1 pL de agente de
transfeccion.

Después de 72 h de haber realizado la transfeccion, se cuantifico la expresion
relativa de ETV5. Se comprobé que el trascrito desciende aproximadamente en un
40% con el tratamiento de 10 nM de siRNA contra ETV5 y en los tratamientos con
20 nM y 40 nM de siRNA contra ETV5, descendio en un 50% (Figura 4). Por lo tanto,
las condiciones Optimas de transfeccion son: 20 nM de siRNA contra ETVS5,

afiadiendo 1 pL de agente de transfeccion e incubando a un tiempo de 72 h.

150

100 T

(%siC)

Expresion relativa ETV5/L32

Figura 4. Optimizacién de la transfeccién a diferentes concentraciones de
siRNA contra ETV5 en la linea celular INS-1 (832/13). Expresion relativa del gen
ETV5 posterior a las 72h de la transfeccion con concentraciones de: 10, 20 y 40 nM
de siE (siRNA contra ETV5), comparado con 20 nM de siC (siRNA control).

7.3.0ptimizacion de los ensayos para determinar viabilidad y apoptosis en

el analizador de células Muse® utilizando la linea celular INS-1 (832/13)

Se optimizaron los parametros del equipo Muse® para la lectura de estos ensayos
de las células INS-1 (832/13). Estos pardmetros son: la cantidad de células por
prueba, el nUmero de eventos analizados por el equipo y los controles positivos y
negativos.
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7.3.1. Optimizacion del ensayo para la determinacion de viabilidad

celular

Para este ensayo se realiz6 una suspension de 5x10* células/mL, de la cual se
utilizaron 80 pL por reaccion, con la finalidad de tener una concentracion final para
el ensayo entre 1x10* y 5x10° células/mL, como lo recomienda el fabricante.

Una vez optimizada la cantidad de células a analizar, se encontr6 que el equipo
alcanz6 una lectura de hasta 1000 eventos por muestra.

Para el control positivo, se utilizaron células sin tratamiento, esto es, células que
solamente se dejaron crecer con medio completo. Se obtuvo el perfil poblacional de
estas ceélulas, el cual esta definido en un tamafio celular de 1 a 3.1, delimitando los
desechos celulares por debajo de 1 y con una poblacion viable de 0.1 a 1.3 (Figura
5-A). Por otra parte, se obtuvo que en el perfil de viabilidad (Figura 5-B), las células
nucleadas se encuentran de 1 a 3.2, con una poblacion viable de 0 a 1.2 por arriba
de la linea transversal; los desechos celulares se delimitaron nuevamente por
debajo de 1.

Posteriormente, se evalué como control negativo a células parcialmente muertas,
las cuales se incubaron en PBS durante 48 h previo al ensayo. Se obtuvo un perfil
poblacional para estas células definido en un tamafio celular de 1 a 3.0, delimitando
los desechos celulares abajo de 1y se definidé una poblacién no viable de 2.3 a 3.2
(Figura 6-A). Por otro lado, el perfil de viabilidad se define en células nucleadas de
tamafio de 1 a 3.2, con una poblacion no viable de 0.1 a 3.3 por debajo de la linea

transversal; los desechos celulares se delimitaron por debajo de 1 (Figura 6-B).
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Figura 5. Optimizacién de los parametros en la interfaz del analizador de
células Muse® para el ensayo de viabilidad celular en un control positivo.
Las células sin tratamiento se refieren a células incubadas con medio completo.
(A) Células sin tratamiento, tamano celular de 1 a 3.1. (B) Células sin tratamiento,
células nucleadas de 1 a 3.2; poblacién viable de 0 a 1.2 (sobre la linea

transversal).

POPULATION PROFILE

VIABILITY PROFILE

A) 4, B .
(A) (B) iLive Dead
1 w  ]25% 97.5%
= | iy
KE 3 ‘
& 3 K o
= ] o]
4 D 4
1L
24 w2
R _
w 4L o
S 2 7
D N MR | R | A | MR D 1 N ‘??‘Ebrl's N U T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live VIABILITY Dead Live VIABILITY Dead

Figura 6. Optimizacion de los parametros en la interfaz del analizador de
células Muse® para el ensayo de viabilidad celular en un control negativo.
(A) Células en PBS por 48 h, tamafio celular de 1 a 3.0. (B) Células en PBS por
48 h, células nucleadas de 1 a 3.3; poblacién no viable de 0.1 a 3.3 (por debajo
de la linea transversal).
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7.3.2. Optimizacién del ensayo para la determinacion de apoptosis

celular

Para esta prueba se realizd una suspension de 5x10* células/mL, utilizando 100 pL
por reaccién para lograr una concentracion final de 1x10* a 5x10° células/mL, como
lo recomienda el fabricante. Una vez establecida la cantidad de células a analizar,

el equipo logré completar una lectura de hasta 1000 eventos por muestra.

Se evalu6 como control positivo para apoptosis a células incubadas en PBS durante
48 h, obteniendo un perfil poblacional definido en un tamafo celular de 1 a 3.1,
marcando desechos celulares abajo de 1 (Figura 7-A). Respecto al perfil de
apoptosis, se encontraron 4 poblaciones delimitadas: células vivas (29.93%),
células en apoptosis temprana (31.36%), células en apoptosis tardia (38.61%) y

restos nucleares (0.1%) (Figura 7-B).

Posteriormente, se evalu6 como control negativo de este ensayo células sin
tratamiento, solamente incubadas en medio completo. Se obtuvo un perfil
poblacional de estas células que se define en un tamafio celular de 1 a 3.1,
delimitando los desechos celulares por debajo de 1 (Figura 8-A). Por otra parte, el
perfil de apoptosis reveld6 4 poblaciones: células vivas (61.72%), células en
apoptosis temprana (31.73%), células en apoptosis tardia (5.63%) y restos
nucleares (0.92%) (Figura 8-B).

Al comparar las células parcialmente muertas con las células incubadas en medio
completo, se observo que en las células muertas hay una poblacion que se ubica
predominantemente en el cuadrante de apoptosis tardia, mientras que las células
incubadas en medio completo, éstas mantienen una poblacién mayoritaria en el

cuadrante de células viables.
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Figura 7. Optimizacién de los parametros en la interfaz del analizador de
células Muse® para el ensayo de apoptosis celular en un control positivo.
(A) Células en PBS por 48 h con tamafio celular de 1 a 3.1. (B) Células en PBS
por 48 h. El histograma se divide en 4 cuadrantes: células vivas (29.93%), células
en apoptosis temprana (31.36%), células en apoptosis tardia (38.61%) y restos
nucleares (0.1%).
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Figura 8. Optimizacién de los parametros en la interfaz del analizador de
células Muse® para el ensayo de apoptosis celular en un control negativo.
Las células sin tratamiento se refieren a células incubadas con medio completo.
(A) Células sin tratamiento con tamafo celular de 1 a 3.1. (B) Células sin
tratamiento. El histograma se divide en 4 cuadrantes: células vivas (61.72%),
células en apoptosis temprana (31.73%), células en apoptosis tardia (5.63%) y
restos nucleares (0.92%).
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7.4.Optimizacion del ensayo de proliferacion celular (EdU-Click 594) en la
linea celular INS-1 (832/13)

El objetivo de esta optimizacion fue establecer el tiempo de incubacion y la
concentracion de EdU para realizar esta prueba en la linea celular INS-1 (832/13).

Para este experimento, se utilizaron células adheridas a cubreobjetos, incubadas
en medio completo. Se eligieron concentraciones de 5y 10 uM de EdU, con tiempos
de incubacion de 3 y 6 h. Se encontré que las condiciones éptimas fueron con 5 uM
de EdU, a un tiempo de incubacion de 3 h. Con este tratamiento las células que se
encontraban proliferando se observaron delimitadas, ademas de que se observo la
tincion del nucleo con DAPI. En cambio, al aumentar el tiempo y la concentracion
de EdU, se observo ruido de fondo en la imagen, lo cual dificulta la observacién de

las células positivas en este ensayo y su conteo (Figura 9).
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Figura 9. Optimizacién del ensayo de proliferacion EdU-Click 594. Comparacién
del ensayo de proliferacion con concentraciones de 5y 10 uM de EdU a tiempos de
incubacion de 3 y 6 h. Imagenes tomadas a través del microscopio invertido con
iluminador de fluorescencia, en objetivo 10X.
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7.5.Expresion de ETV5 y observacion de la linea celular INS-1 (832/13)
posterior al silenciamiento de ETVS5

Posterior a las 72 h de haber realizado la transfeccion en la linea celular INS-1
(832/13), se observd que existe una disminucion de la confluencia en las células
silenciadas de ETV5 respecto a las células transfectadas con el siRNA control
(Figura 10-A).
Al observar el cambio en la confluencia de las células transfectadas con siRNA
contra ETV5, se comprobd que hubiese un cambio en la cantidad de células de

ambos tratamientos, contandolas por medio de la camara de Neubauer.

Se observo que al suprimir 50% el gen de ETV5 (Figura 10-B), se redujo en 25% el

namero de células respecto al tratamiento control (Figura 10-C).
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Figura 10. Silenciamiento de ETV5 en la linea celular INS-1 (832/13) y la
disminucion del numero de células. Ensayo de transfeccion con tratamientos
de 20 nM de siC (siRNA control) y siE (siRNA ETV5), posterior a las 72 h de
incubacion. (A) Diferencia en la confluencia celular en presencia o ausencia
parcial de ETV5. Imagenes capturadas a través de microscopio optico invertido,
con objetivo 10X. (B) Expresion relativa de ETV5. Evaluacion de la presencia
de transcrito de ETV5 posterior a las 72 h de su silenciamiento. T-Student, *p <
0.05, n = 3 (C) Conteo de células en la camara de Neubauer. Comparacion
del nimero de células en los ensayos de transfeccion con siC (siRNA control) y
siE (SIRNA ETV5). T-Student, *p <0.05,n =3
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7.6.Determinacion de la concentracion de insulina en la transfeccion de la
linea celular INS-1 (832/13)

Anteriormente se habia descrito que ETV5 regula la secrecion de insulina via la
exocitosis. Se reportd que en ausencia de ETV5, existe una disminucion de la
secrecion de la insulina, después de haber dejado las células en ayuno por una hora
y estimularlas con glucosa por una hora (Gutierrez-Aguilar et al. 2014). Sabiendo
que la insulina es un mitégeno, que estimula la proliferacion celular, se quiso
comprobar que la diferencia en la cantidad de células no se debiera a una variacién
en la concentracion de insulina. Por esta razén, se cuantifico la concentracion de
insulina secretada acumlada a diferentes tiempos después de la transfeccién con

SiE y siC.

La concentracion de insulina secretada se midié por medio de un ensayo de ELISA.
Para este procedimiento, se recolectd el medio de las células. Las muestras se
obtuvieron a las: A) 0 h (antes de la transfeccion), B) 24 h post-transfeccién, C) 24
h (del periodo de 24 a 48 h post-transfeccion), D) 24 h (del periodo de 48 a 72 h
post-transfeccién) y E) 48 h (correspondiente al periodo de 24 a 72 h post-

transfeccion), para cada tratamiento. (Figura 11-a).

Se encontrd que en la recoleccion antes de la transfeccion (A) existe una menor
concentracion de insulina respecto a las muestras obtenidas en intervalos de
24 h (B, C, D). Esto puede correlacionarse con la cantidad de células presentes al
momento de la recoleccion, ya que habia una menor cantidad respecto a las células
en horas posteriores. Por otra parte, la concentracion de insulina aumenta en la
altima recoleccién de medio (E), respecto a los anteriores muestreos (A, B, C, D).
Esto se debe a que el medio no fue cambiado desde las 24 h a las 72 h post-
transfeccion, lo cual favorece la acumulacién de insulina en el medio. Al comparar
los tratamientos entre siC y siE, se encontré que no hay diferencia significativa en
la concentracion de insulina secretada a diferentes tiempos de la transfeccion
(Figura 11-b). Por lo tanto, al no existir diferencia en la concentracion de insulina en
células controles (siC) y donde ETV5 esta suprimido (siE), la disminuciéon del

namero de células no se debe a la concentracion de insulina presente en el medio.
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Figura 11. Concentracion de insulina a diferentes tiempos de la
transfeccion. a) Tiempos de recoleccion del medio durante el ensayo de
transfeccion. b) Concentracion de insulina presente en el medio de células
transfectadas con siC (siRNA control) y siE (siRNA ETV5) a diferentes intervalos
de tiempo durante las 72 h del ensayo. T-Student, *p < 0.05, n = 3.
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7.7.Efecto del silenciamiento de ETV5 en la viabilidad celular

Después de observar la disminucion en el numero de células al suprimir a ETV5 y
comprobar que no se debe a una disminucion en la secrecién de insulina acumulada

durante las 72 h post-transfeccion, se quiso analizar la viabilidad de las células.

Se evalud la viabilidad celular utilizando: (a) células sin tratamiento, incubadas con
medio completo (control positivo), (b) células transfectadas con siC, (c) células
transfectadas con siE, (d) células tratadas con PBS por 48 h (control negativo)
(e) células tratadas con calor (control negativo) y (f) mezcla de células de control

positivo y negativo

Se observé que el control positivo de células sin tratamiento, tienen una viabilidad
promedio del 75%. Para los controles negativos, en el caso de las células tratadas
con PBS por 48 h, estas conservaron una viabilidad del 15%; por otro lado, las
células tratadas con calor conservaron una viabilidad del 40%. Ademas, se observé
gue las mezclas de células sin tratamiento y tratadas con PBS por 48 h, la viabilidad
fue del 35%. Sin embargo, las células que fueron transfectadas con siC y siE
mostraron una viabilidad cercana al 75%, sin diferencia entre ambos tratamientos,

similar a las células vivas del control positivo (Figura 12).

Por lo tanto, a través de este ensayo, se demostré que no existe una diferencia entre
las células en presencia o0 ausencia parcial de ETV5. Por lo cual, la disminucion de

células en la ausencia de ETV5, no se debe a la pérdida de viabilidad
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Figura 12. Ensayo de viabilidad en la linea celular INS-1 (832/13). Viabilidad
de: a) Células sin tratamiento, incubadas con medio completo (control positivo),
b) Células transfectadas con siC (siRNA control), ¢) células transfectadas con
siE (siRNA ETV5), d) células tratadas con PBS por 48h (control negativo),
e) células tratadas con calor (control negativo) y f) mezcla de células tratadas
con PBS 48 h mas células sin tratamiento. ANOVA de una via, *p < 0.05, n = 3.

7.8.Efecto del silenciamiento de ETV5 en la apoptosis celular

La disminucion en la cantidad de células, cuando ETV5 se suprimio parcialmente,
podria deberse a un incremento de la muerte celular. Por lo tanto, se realiz6 el

ensayo para la determinacion de apoptosis celular.

Se evalud la apoptosis celular utilizando: (a) células sin tratamiento, incubadas con
medio completo (control negativo), (b) células transfectadas con siC, (c) células
transfectadas con siE, (d) células tratadas con PBS por 48 h (control positivo)
(e) células tratadas con calor (control positivo) y (f) mezcla de células de control

positivo y negativo

Dentro de los resultados que se obtuvieron, se encontré que las células tratadas
con PBS por 48 h tuvieron una media del 70% de células apoptéticas totales,
mientras que, para el caso de las células tratadas con calor se obtuvo hasta un 60%
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de células apoptéticas totales, siendo estos dos tratamientos los controles positivos
para la apoptosis. En el caso de las células sin tratamiento, se obtuvo una media
del 50% de células apoptoticas totales, siendo el control negativo. La mezcla de
células de control positivo y negativo, tuvieron un 50% de células apoptoticas
totales. Se encontré que el porcentaje de células apoptoticas totales es muy similar
entre siC y siE, lo cual indica que no existe diferencia significativa entre las células
con presencia de ETV5 y células ausentes de ETV5, por lo que, no existe evidencia
de que la disminucion de células que observamos en ausencia de ETV5 se deba

por apoptosis celular (Figura 13).
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Figura 13. Ensayo de apoptosis celular en la linea celular INS-1 (832/13).
Células apoptoticas totales de células sin tratamiento, células transfectadas con
siC (SiRNA control) y siE (SiRNA ETV5), tratadas con PBS por 48 h, con calor
y mezcla de células viables y no viables; se presentan en orden de izquierda a
derecha. ANOVA de una via, *p < 0.05, n = 3.
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7.9.Efecto del silenciamiento de ETV5 en la proliferacion celular

Al haber comprobado que la disminucién de células en ausencia parcial de ETV5
no es por menor viabilidad o por apoptosis, se evalud la proliferacion celular. Al tefiir
los ndcleos de las células con DAPI, se evidencié nuevamente la diferencia entre la
confluenciay la cantidad de células en presencia o ausencia de ETV5, siendo menor

en las células donde ETV5 esta suprimido parcialmente.

El ensayo con EdU indica las células que estan activamente proliferando. Al realizar
esta evaluacion, se observdé una menor cantidad de células proliferando en el
tratamiento donde se silencio ETV5. Al unir las imagenes de las tinciones con DAPI
y EdU, se evidencia una diferencia en la cantidad de células que proliferaron en
cada tratamiento (Figura 14-A).

Para el conteo de las células, se obtuvieron 3 imagenes representativas tomadas
de manera sistematica por cada tratamiento. Posteriormente, se utilizé el software
ImageJ v1. 520, con el que se contabilizé el numero de células y se calcul6 el

porcentaje de células proliferando en cada tratamiento (Figura 14-B).

Al realizar este andlisis, se confirmé que existe una disminucion del 23% en la
cantidad de células proliferando cuando ETV5 se encuentra silenciado

parcialmente.
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Figura 14. Ensayo de proliferacién EdU en la linea celular INS-1 (832/13).
(A) Comparacion del ensayo de proliferacién en células transfectadas con siC
(SiRNA control) y siE (siRNA ETV5). Se muestra la tincion de los nucleos de las
células con DAPI (en azul) y la presencia de células proliferantes tefiidas con
EdU (de color rojo), tratamiento realizado a 3 h con 5 uM de EdU. Se presenta la
unién de ambas imagenes, en donde las células que proliferaron se marcan en
puntos rosas. (B) Cuantificacién de las células proliferando en los tratamientos
de transfeccion con siC (siRNA control) y siE (SIRNA ETV5). T-Student, *p<0.05,
n=3.
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7.10. Expresion relativa de ETV5 y sus posibles genes blanco: ciclina
D2 (CCND2), S6K1y E2F1

Después de silenciar a ETV5 en un 50% en la linea celular INS-1 (832/13), se
demostro que existe una disminucion en el nimero de células y que esto se debe a
una reduccion en la proliferacion celular. Sabiendo que ETV5 es un factor
transcripcional, se puede inferir que esta proteina pudiera intervenir en la regulacion

de la transcripcion de genes involucrados en el ciclo celular.

Al realizar un ensayo in silico, se encontr6 que ETV5 tiene sitios de unién a
promotores de genes involucrados en ciclo celular, tales como CCND2, S6K1 y
E2F1. De tal forma, ETV5 pudiese estar regulando la proliferacion celular, via la
transcripcion de genes involucrados en este proceso. Debido a esta razon, se
cuantificé la transcripcion de ETV5 y sus posibles genes blanco, al cabo de 72 h
post-transfeccién. Se demostré que la expresion relativa de ETV5 disminuy6 en un
50%. En cuanto a la expresion de los posibles genes blanco de ETV5, se observo
que la transcripcion de CCND2 y S6K1 no se ve alterada en presencia 0 ausencia

de ETV5. Sin embargo, existe una sobreexpresion de E2F1 en un 180%.(Figura 15).
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Figura 15. Expresion relativa de ETV5 y sus genes blanco en lalinea celular
INS-1 (832/13). Expresion relativa de ciclina D2 (CCND2), S6K1 y E2F1 en
células transfectadas con siC (siRNA control) y siE (siRNA ETV5). T-Student,
*p<0.05, n = 3.
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7.11. Optimizacion de anticuerpos para el ensayo de western blot en
extractos proteicos de células INS-1 (832/13)

Después de obtener la expresion relativa de ETV5 y de sus posibles genes
blanco, se quiso evaluar a nivel proteico la presencia de ETV5, E2F1 y ciclina
D2. En el caso de S6K1, no se observd ninguna diferencia en el transcrito en
presencia o ausencia de ETV5. Para la ciclina D2, anteriormente se habia
demostrado que en la linea celular HEK293T al silenciar a ETV5, disminuyo la
transcripcion de ciclina D2. Por esta razén, se quiso comprobar la presencia de
esta proteina en extractos celulares de INS-1 (832/13) y de HEK293T.

La optimizacion del western blot se realizé utilizando 50 y 100 ug de proteinas y
con diferentes concentraciones de anticuerpos: contra ETV5, ciclina D2, E2F1y

B-actina (control interno) (Figura 16-A 'y 16-B).

Al realizar este experimento, se obtuvo una buena deteccion de bandas con
cantidades de 50 y 100 pg de proteina (Figura 16-C). Por lo que se decidi6

realizar el cargado de los pozos con 75 ug de proteina.
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Figura 16. Optimizacion de anticuerpos para el ensayo de western blot en
extractos de las lineas celulares INS-1 (832/13) y HEK293T (A) Gel de
poliacrilamida en donde se realizo la electroforesis de proteinas. Tincion con azul
de Coomassie. Se observa las bandas del corrimiento electroforético, donde se
logra distinguir la variacion en la cantidad de proteinas cargadas por pozo
(Carriles enumerados de acuerdo al extracto cargado con 50 y 100 pg de
proteinas, donde MP, corresponde al marcador de peso molecular). (B)
Optimizacion con dos diferentes concentraciones de los anticuerpos ETV5
(diluciones 1:200 y 1:500), ciclina D2 (diluciones 1:5000 y 1:7000), E2F1
(diluciones 1:100 y 1:500) y B-actina (diluciones 1:5000 y 1:10000). (C) I. Sefal
contra ETV5, dilucion 1:200, 1. Sefial contra ciclina D2, dilucion 1:7000, Ill. Sefal
contra E2F1 Dilucion 1:100, IV. Senal contra $-actina, dilucion 1:5000.
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7.12. Deteccién de ETV5, E2F1 y ciclina D2 mediante ensayos de

western blot

Para analizar la cantidad de proteinas de ETV5 como de E2F1 y ciclina D2 se
utilizaron extractos de las lineas celulares INS-1 (832/13) y HEK293T, en las que se
silencié parcialmente a ETV5. Al realizar el ensayo de western blot, se lograron
visualizar las bandas de proteinas para ETV5, ciclina D2, E2F1 y B-actina (Figura
17-A).

En la figura 15, se habia demostrado que al transfectar la linea celular INS-1
(832/13) con siE, la expresiéon del gen ETV5 disminuia en un 50% y la de E2F1 se
sobreexpres6 180%. Entonces se cuantificaron las proteinas por medio de un
andlisis de densitometria, para comprobar que los niveles sigan el mismo patrén
gue la expresion génica. Utilizando el software ImageJ v1. 520 se cuantificé el area
y la intensidad de las bandas. Posteriormente, los datos obtenidos de las proteinas

de interés se normalizaron respecto a la sefal de ($-actina.

Como se mencion0 anteriormente, el gen S6K1 no modificé su expresion ni en la
linea celular HEK293T, ni en la linea celular INS-1 (832/13). En cambio, el gen de
ciclina D2 disminuyd su expresién al suprimir a ETV5 en las células HEK293T y no
presenté cambios en las INS-1 (832/13). Por lo tanto, se cuantificaron las proteinas
de ETV5, E2F1 y ciclina D2, en ambas lineas celulares, HEK293T e INS-1 (832/13).

En la figura 17-B y 17-C, se presenta la cuantificacién de los niveles de proteina
presentes en 3 diferentes ensayos en los que se silencié a ETV5 en la linea celular
INS-1 (832/13) y sélo un ensayo en la linea celular HEK293T, debido a que
solamente era para corroborar lo obtenido anteriormente y no era parte de este
proyecto. El analisis mostré que hay una disminucién de ETV5 cercana al 20% en
el tratamiento con siE comparado con siC, para los extractos de la linea celular
INS-1 (832/13); mientras que, para ciclina D2 no se observd cambio. Respecto a
E2F1, se observa que hay un aumento del 27% en la cantidad de proteina cuando
se silencia parcialmente a ETV5, sin embargo, al realizar el analisis estadistico este

aumento no resulta ser significativo (Figura 17-B).
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Por otra parte, el ensayo con la linea celular HEK293T muestra que en los
tratamientos con siE hay una disminucion del 60% en la cantidad de ETV5 y del
30% en la cantidad de ciclina D2, mientras que no se observan cambios para E2F1
comparados con siC. Estos resultados nos sirvieron como controles, sin embargo,
deben confirmarse con un numero mayor de réplicas. Esto solamente ayuda a
confirmar los antecedentes reportados del silenciamiento de ETV5 en la linea celular

HEK293T, donde ciclina D2 se reducia transcripcionalmente en ausencia parcial de
ETVS.
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Figura 17. Ensayo de western blot en extractos de las lineas celulares INS-1
(832/13) y HEK293T. (A) western blot de ETV5, E2F1, ciclina D2 y B-actina en
presencia (siC) o ausencia parcial de ETV5 (siE). (B) Cuantificacion de las
proteinas de ETV5, ciclina D2 y E2F1 mediante densitometria en la linea celular
INS-1 (832/13). Evaluacion de la cantidad de proteina en unidades relativas de
densitometria. T-Student, *p <0.05, n= 3. (C) Cuantificacion de las proteinas de
ETVS5, ciclina D2 y E2F1 mediante densitometria en la linea celular HEK 292T.
Evaluacion de la cantidad de proteina en unidades relativas de densitometria.
n=1.
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8. Andélisis de resultados
8.1. Disminucion del numero de células por silenciamiento de ETV5

Después de silenciar en un 50% al gen ETV5 en la linea celular INS-1 (832/13), se
observd al microscopio que hay una disminucién en el numero de las células
respecto al tratamiento control (Figura 10-A), lo que se comprobé mediante el

conteo de las células, siendo una disminucion del 25% (Figura 10-C).

Se ha descrito que en ausencia de ETV5, disminuye la secrecion de insulina en la
linea celular INS-1 (832/13) cuando se estimulan con glucosa por una hora
(Gutierrez-Aguilar et al. 2014). Al ser la insulina una hormona que puede promover
la proliferacion, actuando como mitégeno (Belfiore et al. 2017), se evaluaron las
concentraciones de esta hormona a las 72 h post-transfeccion (Figura 11). Se
encontré que los niveles de insulina no cambian en el transcurso de las 72 h de
transfeccion, entre las células controles y con ausencia parcial de ETV5. Por lo
tanto, se puede descartar que la disminucion en el nimero de células sea por la

accion de la insulina como mitégeno.
8.2. Influencia de ETV5 sobre viabilidad, apoptosis y proliferaciéon celular

Debido a que se encontré una menor cantidad de células, cuando la linea celular
INS-1 (832/13) fue silenciada para el gen ETV5, se cuantificaron procesos celulares
que pudieran explicar la disminucién del nimero de células, tales como la viabilidad,

apoptosis y proliferacién celular.

Al realizar los ensayos para evaluar la viabilidad celular y apoptosis, se demostro
gue no existe diferencia entre células ausentes parcialmente de ETV5 y células
control (Figuras 12 y 13). Por lo cual, la disminucién de células no se debio a la

viabilidad, ni a la muerte celular.

Posteriormente, se realizaron ensayos para evaluar la proliferacion celular,
encontrando que se reduce un 23% en ausencia parcial de ETV5 (Figura 14), siendo

que corresponde con la reduccién del nimero de células del 25% (Figura 10).
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Se ha demostrado que en cancer colorectal, ETV5 se encuentra sobreexpresado y
que la proliferacién se ve abatida al suprimir a este gen (Cheng et al. 2019).
También, se ha descrito que en cancer endometrial, ETV5 se encuentra
sobreexpresado y que promueve las capacidades de invasién, migracion y

proliferacion celular (Pedrola et al. 2015).

Por otra parte, nuestros antecedentes en las células HEK293T demostraron que al
silenciar a ETV5, la proliferacion disminuy6 en un 27% independientemente de la

insulina.

Se ha descrito que para asegurar una buena produccién de insulina es necesario
contar con una adecuada masa de células beta pancreaticas, las cuales deben tener
un correcto tamafio y proliferacion celular (Georgia y Bhushan 2004). Esto sugiere
que la implicacion que tiene ETV5 en la proliferacion celular, podria actuar como un
mecanismo secundario, por el cual disminuyé la secrecion de insulina y la cantidad

de islotes de Langerhans en el modelo animal.

Nuestros resultados confirman la implicacion de ETV5 en la proliferaciéon celular de
la linea celular INS-1 (832/13). Se sabe que la proliferacion celular es indispensable
para una adecuada masa de células beta pancreéticas (Szabat et al. 2016; Boni-
Schnetzler et al. 2018). Este resultado es congruente con lo que anteriormente se
habia observado en un modelo in vivo en los ratones ETV5 KO en los que se
encontré que habia una tendencia a la disminucién de la masa de células beta

pancreaticas (Gutierrez-Aguilar et al. 2014).

Ademas, se habia descrito anteriormente la sobreexpresion de ETV5 en diferentes
tipos de cancer (Pedrola et al. 2015; Puli et al. 2018; Cheng et al. 2019; di Martino

et al. 2019), que resulta en una proliferacion celular descontrolada.
8.3.Efecto del silenciamiento de ETV5 sobre sus posibles genes blanco

Al demostrar que la linea celular INS-1 (832/13) en ausencia parcial de ETV5,
disminuye el numero de células por medio de la proliferacion celular, se cuantifico
la expresion de posibles genes blanco de ETV5 involucrados en la transicion G1-S
del ciclo celular.
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Se analizaron los promotores de los genes de ciclina D2, S6K1 y E2F1, los cuales
presentan sitios de union a ETV5. Se encontr6 que en la linea celular INS-1 (832/13)
el transcrito de E2F1 se encuentra sobreexpresado en un 180% y que no existe una
diferencia para la expresion de ciclina D2 y S6K1 (Figura 15).

Anteriormente, se habia evaluado el efecto de ETV5 en la proliferacion de la linea
celular HEK293T. En esta linea celular se observé que ETV5 regula también la
proliferacion celular. Sin embargo, en ausencia de ETV5, la expresion de la ciclina
D2 disminuye, sin observar cambios en la expresion de E2F1 y S6K1 (Cazares-
Trejo 2017). Nuestros resultados sugieren que la concentracion de proteina de

ciclina D2 en la linea celular HEK293T esta disminuida también.

Por otra parte, las diferencias que existen entre las lineas celulares inmortalizadas
INS-1 (832/13) (células de insulinoma, beta pancreaticas de rata) y HEK293T
(células embrionarias de riidn humano), pueden exhibir diferentes
comportamientos, ya que provienen de diferentes modelos animales y diferente
estirpe celular. Esta diferencia puede hacer que ETV5 regule de diferente forma sus
genes blanco. Sin embargo, ambas lineas celulares sirvieron para demostrar que

ETV5 regula la proliferacion celular.

Posteriormente, para confirmar que los niveles de proteina corresponden a la
cantidad de los transcritos, se realizé la cuantificacion de las proteinas ETV5, E2F1,
ciclina D2 y B-actina, en extractos proteicos de las lineas celulares INS-1 (832/13) y
HEK293T transfectadas con siC comparada con siE. Se encontré que los niveles de
ETV5 descendieron en ambas lineas celulares al suprimir al gen ETV5, mientras
gue ciclina D2 se observa reducida en la linea celular HEK293T y sin cambios en la
linea celular INS-1 (832/13). Lo anterior confirma los resultados obtenidos
anteriormente (Cazares-Trejo 2017), donde la expresion de ciclina D2 se reduce y
en este proyecto, se obtiene como resultados preliminares la disminucion a nivel de

proteina en la linea celular HEK293T.

En la linea celular HEK293T al suprimir a ETV5, la proliferacion disminuyé por
descenso en el transcrito de ciclina D2. Actualmente, se ha reportado en un modelo

de cancer tiroidal papilar, que al silenciar a ETV5, la proliferacion disminuye, lo cual
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se vio asociado a una reduccion en la expresion de ciclina D1 y ciclina D2 (Puli et
al. 2018), lo que se correlaciona con los antecedentes obtenidos en la linea celular
HEK293T (Cazares-Trejo 2017).

Con respecto a E2F1, en la linea celular HEK293T no se observan cambios en la
cantidad de proteina. Por otro lado, en la linea celular INS-1 (832/13) se observo
gue hay un aumento del 27% en la cantidad de proteina de E2F1 cuando se silencio
parcialmente a ETV5 respecto al tratamiento control (Figura 17-A y Figural7-B),
esto se correlaciona con la sobreexpresion del gen de E2F1; sin embargo, este

aumento no resulté ser significativo en el analisis estadistico.

A lo largo del ciclo celular, sucede una regulacion estricta del avance del ciclo
mediada por la presencia de complejos CDK4-ciclina D y CDK6-ciclina D que se
encuentran presentes durante el estadio temprano de la fase G1. Estos complejos
fosforilan a la proteina Rb, favoreciendo la liberacion del factor transcripcional E2F1,
el cual regula la transcripcién de los genes requeridos para la sintesis del DNA y

con esto el transcurso hacia la fase S (Wenzel y Singh 2018).

Se sabe que existen inhibidores del ciclo celular como la familia INK4 y la familia
CIP/KIP, perteneciente a esta ultima familia, se encuentra p27K/P1, el cual es capaz
de unirse a los complejos CDK-ciclina, inhibiendo su accion de cinasa (Besson,
Dowdy y Roberts 2008). Anteriormente, se reporté que E2F1 es capaz de inducir la
expresion de p27KIP1 por unién directa a su region promotora. Se demostré que al
sobreexpresar a E2F1 hay una mayor presencia de p27XPl y las células
disminuyeron su avance a través del ciclo celular, comparadas con las que se
silencié p27KIP1 (Wang et al. 2005).

Esto sugiere que en la linea celular INS-1 (832/13) tras el silenciamiento de ETV5,
la disminucion de la proliferacién celular se deba a la sobrexpresién de E2F1, que
pueda regular la expresion de p27KP1, inhibiendo asi el avance del ciclo celular. Sin
embargo, la expresion de p27XP1 es un experimento que debemos de realizar en

nuestro modelo de estudio para comprobar esta nueva hipotesis.
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9. Conclusién

Al suprimir la expresion de ETV5, se disminuy6 la cantidad de células INS-1
(832/13). Se comprobd que dicha disminucion sucede por medio de la reduccion de
la proliferacion celular, via la regulacion transcripcional de E2F1. Lo anterior sugiere

que E2F1 pueda estar regulando al gen p27¥'*, inhibidor de la proliferacién celular.

10.Perspectivas

e Realizar ensayos de qPCR para medir el transcrito de p27KP1, en la linea
celular INS-1 (832/13) al silenciar parcialmente a ETV5.

e Probar mediante el ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina la unién
de ETVS5 al promotor de E2F1.
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11.Anexos

11.1. Lista de materiales
Reactivo / Estuche N° catalogo Marca Pa_|s de
origen
Medio de cultivo RPMI-1640 R8758 SIGMA E.U.A.
Medio de cultivo RPMI-1640 11875-093 GIBCO E.U.A.
Suero fetal bovino 10082 GIBCO E.U.A.
inactivado por calor
L- glutamina 25030-081 GIBCO E.U.A.
Piruvato sodico S8636 SIGMA E.U.A.
2- mercaptoetanol 21985023 GIBCO E.U.A.
Penicilina-estreptomicina SVv30010 HyClone™ E.U.A.
Amortiguador HEPES 15630-080 GIBCO E.U.A.
siRNA control D-001810-10-05 | Dharmacon™ E.U.A.
siRNA ETV5 | -087219-02 Dharmacon™ E.UA.
Agente de transfeccion T-2001-02 Therrr_u_) E.U.A.
Scientific
Tripsina SH30042.02 HyClone™ E.U.A.
ELISA para cuantificacion | - g5 |NspT-EO1 | ALPCO EUA.
de insulina
Reactivo de conteo y .
viabilidad. Muse® MCH100102 Luminex E.U.A.
Reactivo anexina V, Muse® MCH100105 Luminex E.U.A.
EdU-Click 594 BCK-EdU594-1 | Sigma-Aldrich E.UA
Medio de montaje con DAPI ab104139 ABCAM E.UA
Columnas de purificacion de PP-210S _ Jena Alemania
RNA Bioscience
Sintesis de cDNA PCR-511S _Jena Alemania
Bioscience
Sonda Tagman®ETV5 | Rn00465814 g1 Thermo E.U.A.
Scientific
Sonda Tagman® CCND2 | Rn03020897 m1| Jhermo E.U.A.
Scientific
Sonda Tagman®E2F1 | Rn01536222 m1| J1ermo E.U.A.
Scientific
Sonda Tagman®S6K1 | Rn00579546_m1| Jnemo E.U.A.
Scientific
Sonda Tagman®L32 RN00820748_g1 Thermo E.U.A.
Scientific
Mezcla maestra para gPCR 4440038 , Applied ™ E.UA
Biosystems
Amortiguador RIPA 89900 Thermo E.UA
Scientific
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Pais de

Reactivo / Estuche N° catalogo Marca :
origen
Inhibidor de fosfatasas 1862495 Therrr_]c_) E.UA
Scientific

Bensonaza E1014-25KU Sigma E.UA

Cuantificacién de proteinas 500-0116 Bio-rad E.UA

Anticuerpo contra ETV5 sc-100941 Santa Cruz E.UA
Biotechnology

Anticuerpo contra ciclina D2 GTX32545 GeneTex E.UA

Anticuerpo contra E2F1 Sc-56662 _Santa Cruz E.U.A
Biotechnology

Anticuerpo contra B-actina 4967S Cell Signaling E.UA

Antlcuerpcr);[g?]tra l9G de 7076P2 Cell Signaling E.UA

Anticuerpo contra IgG de 7074P2 Cell Signaling E.UA

conejo
Revelador de WBKLS0100 Millipore E.UA

guimioluminiscencia
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