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1. RESUMEN 

 

Las proteínas de unión a RNA (por sus siglas en inglés, RBP) y los miRNA son 

reguladores críticos de la expresión génica que interactúan entre sí de manera 

cooperativa y antagonista. Identificamos a Musashi1 (MSI1) y miR-137 como 

reguladores de un cambio molecular entre la auto-renovación y la diferenciación. 

MSI1 y miR-137 tienen patrones y funciones de expresión opuestos, a su vez MSI1 

está reprimido por miR-137. MSI1 es una proteína expresada en células madre 

implicada en la auto-renovación, mientras que miR-137 funciona como un miRNA 

de diferenciación pro-neuronal. En los gliomas, miR-137 funciona como un supresor 

tumoral, mientras que MSI1 es un factor pro-oncogénico. Sugerimos que el equilibrio 

entre MSI1 y miR-137 es un determinante clave en las decisiones del destino celular 

y la interrupción de este equilibrio podría contribuir a las enfermedades 

neurodegenerativas y al desarrollo de gliomas. Los análisis genómicos revelaron 

que MSI1 y miR-137 comparten 141 transcritos diana asociados con la 

diferenciación, el desarrollo y la morfogénesis. Los resultados iniciales señalaron 

que estos dos reguladores tienen un impacto opuesto en la expresión de sus 

mensajeros blanco. Por lo tanto, proponemos un modelo antagónico en el que esta 

red de blancos compartidos podría ser reprimida por miR-137 o activada por Msi1, 

lo que llevaría a diferentes resultados celulares como la auto-renovación, 

proliferación y tumorigénesis.
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2. INTRODUCCIÓN 
 

2.1. Glioblastoma 
 

Los astrocitomas tipo IV o glioblastomas (GBM) son los tumores cerebrales 

primarios más comunes y agresivos, representando entre el 12-15% de los tumores 

intracraniales y el 60 al 75% de los tumores tipo astrocitoma. En México, constituyen 

cerca del 30% de los gliomas y el 9% de las neoplasias intracraneales, con 

superviviencia media de 16 meses1. Aunque puede afectar a niños, en general, los 

GBM se observan predominantemente en pacientes mayores de 50 años y la 

incidencia se incrementa con la edad y es más frecuente en varones 2.  

El GBM suele ser supratentorial, uni o bilateral y multicéntrico. Se caracteriza 

por la presencia de zonas necróticas, su alto grado de invasividad, rápido 

crecimiento y resistencia a la radiación o quimioterapia3. Las características clínicas 

y el pronóstico de los pacientes con glioblastoma no están totalmente reflejadas en 

la clasificación histológica. Actualmente, dos estudios han propuesto una nueva 

clasificación molecular. Con base en aberraciones cromosómicas, mutaciones y 

cambios en la expresión de genes como el recepto de factor de crecimiento 

epidermal (EGFR)/ neurofibromina 1 (NF1)/ receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas tipo alfa (PDGFRA) y neurofilamento (NEFL)/ Subunidad 

alfa1 del receptor de ácido gamma-aminobutírico tipo A (GABRA1)/ Sinaptotagmina 

1 (SYT1)/ Miembro 2 de la familia de transportadores de soluto 12 (SLC12A5), los 

GBM se clasifican en clásicos, mesenquimales, proneurales y neurales, 

respectivamente 4,5.   

Debido a sus características, el pronóstico de los GBM no ha mejorado 

significativamente en las últimas cuatro décadas. Actualmente, el campo de 

investigación de los gliomas está enfocado en el desarrollo de nuevas herramientas 

de detección temprana, generar un pronóstico confiable, la búsqueda de 

biomarcadores y terapias nuevas.  

Anteriormente, la mayoría de los estudios se centraban en cambios a nivel 

transcripcional. Sin embargo, estudios recientes demuestran que los niveles de 
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expresión de los transcritos no corresponden con sus niveles proteicos, lo que indica 

que los mecanismos post-transcripcionales, incluida la “traducción de RNA 

mensajeros”, juegan un papel importante en la regulación de la expresión génica6. 

Estas observaciones sugieren que existen moléculas, como RNAs no codificantes 

(miRNAs y lncRNAs) y proteínas de unión a RNA (por sus siglas en inglés, RBPs), 

que regulan los niveles proteicos en la célula. 

 

2.2. Proteínas de unión a RNA (RBPs) 
 

Las RBPs desempeñan un papel crucial en la regulación de la expresión génica, 

tanto en células normales como tumorigénicas 6,7. Recientemente, se han utilizado 

métodos cuantitativos de gran escala como la secuenciación de nueva generación 

y espectrometría de masas para extender el catálogo de RBPs, así como el de sus 

co-factores y transcritos blancos. De esta manera se han logrado identificar más de 

1500 RBPs en el genoma humano 8,9, que representan ~7.5% de los genes 

codificados.   

Actualmente, se ha demostrado que diversas RBPs regulan estrechamente 

la estabilidad y traducción de grupos específicos de mRNAs que están implicados 

en procesos importantes, como son el ciclo celular, proliferación, apoptosis y 

diferenciación. Por lo tanto, el funcionamiento anormal de las RBPs puede llevar al 

desarrollo de diferentes patologías como cáncer 10. Las RBPs forman complejos con 

pre-mRNAs, mRNAs y varios ncRNAs (lncRNAs, miRNAs, rRNAs, etc.), para 

regular un conjunto de procesos que incluyen splicing, poli-adenilación, maduración, 

modificación, transporte, estabilidad, localización y traducción 11. Estas proteínas 

ejercen su acción al reconocer secuencias específicas y/o estructuras secundarias 

presentes en las regiones no traducidas (por sus siglas en inglés, UTRs), 

secuencias codificantes y/o intrónicas 12.  

Mutaciones y alteraciones en los niveles de expresión de varias RBPs se han 

observado en varios tejidos tumorales y se sabe que impactan en la expresión de 

un gran grupo de genes que contribuyen a la iniciación y crecimiento de los tumores 
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13–15, entre ellos los glioblastomas. En la Figura 1, se describen las RBPs mejor 

caracterizadas en el contexto de gliomas.  

 

Figura 1 Representación esquemática del papel de las proteínas de unión a RNA en el desarrollo 

de glioblastoma. 

Las adenosinas desaminasas que actúan sobre el RNA (por sus siglas en inglés, ADARs) son las 

responsables del cambio de adenosina (A) por inosina (I) en los RNAs. 16. En pacientes con GBM 

los niveles de edición de las ADARs son muy bajos, favoreciendo un fenotipo epiléptico y el aumento 

de la letalidad prematura 17. Por otro lado, se ha demostrado que las ADARs pueden editar 

precursores de microRNAs y disminuir la expresión de sus correspondientes onco-miRNAs in vivo e 

in vitro, afectando la proliferación y migración celular 18. Las proteínas ribonucleoproteínas nucleares 

heterogéneas (hnRNPs) favorecen la expresión de la isoforma M2 de la piruvato cinasa (por sus 

siglas en inglés, PK) 19, provocando un cambio en el metabolismo energético que favorece la 

proliferación de las células cancerígenas 20. Musashi1 (Msi1) modula la radioresistencia de los GBM 

a través de la vía de la unión de terminaciones no-homologas (NHEJ) 21. HuR participa en el 

desarrollo y progresión de GBM a través de la regulación que ejerce sobre la estabilidad y traducción 

de mRNAs que codifican para proteínas que participan en angiogénesis, inflamación y evasión de la 

apoptosis. Además, se ha reportado el estado de fosforilación de fosforlización de HuR, por CDK5, 

afecta la progresión del ciclo celular.  PTBP, IGF2BP y QKI regulan el procesamiento alternativo 
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(splicing) de RNAs como el de FGFR, IGF y WTAP, respectivamente, cuyas proteínas participan en 

las vías MAPK y PI3K afectando el crecimiento, la invasión y sobrevivencia de las células de GBM 

22–24.  

 

2.3. Musashi1 (MSI1) 
 

En mamíferos, MSI1 es necesaria para el desarrollo del sistema nervioso central 

(SNC) durante las etapas embrionarias, y en adultos su expresión se restringe a 

células madre y progenitoras de varios tejidos 25. La sobre-expresión de MSI1 se ha 

observado en varios tipos de cáncer como meduloblastoma10, carcinoma 

hepatocelular 26, adenocarcinoma cervical 27, cáncer de pulmón y de mama28. 

Además, se ha reportado una correlación positiva entre los niveles de expresión 

elevados de MSI1 y un mal pronóstico de supervivencia en pacientes con glioma, 

cáncer de mama y de colón28.  

El mecanismo de acción de MSI1 sobre algunos mRNAs consiste en la unión 

de esta a motivos específicos (G/A)UnAGU (n=1-3) localizados en la región 3’-UTR 

(untranslated región) de los mRNAs blanco, regulando su traducción 29. 

Actualmente, en mamíferos se han reportado como  blanco directos de MSI1 los 

transcritos de Numb 29, p21 30, Doublecotin 31 y Robo332. El establecimiento de estos 

blancos sustenta que MSI1 desempeña un papel importante en la regulación del 

ciclo celular y en el desarrollo neuronal. Se ha propuesto que debido a la inhibición 

de la traducción de Numb y p21WAF, los altos niveles de MSI1 podrían promover una 

proliferación celular descontrolada, fallas en la diferenciación celular e inducción de 

apoptosis 33. 

Uren et al. (2015) identifico más de 1,000 mRNAs blancos de MSI1 in células 

de glioblastoma, usando iCLIP (individual-nucleotide resolution cross-linking and 

immunoprecipitation) 34. Esos blancos codifican para proteínas que participan en 

vías relevantes para la carcinogénesis como adhesión focal, uniones adherentes, 

Wnt, JAK/STAT, p53, MAPK, VEGF y ErbB. Ensayos funcionales mostraron que la 

disminución de MSI1 afecta la adhesión celular, la migración, la invasión, la 

apoptosis, la proliferación y la regulación del ciclo celular 34. 



Introducción 
 

~ 5 ~ 
 

Por otro lado, se ha relacionado a MSI1 con la resistencia a la radio y 

quimioterapia. La expresión de MSI1 se incrementa en respuesta al daño al DNA en 

células de glioblastoma 21. Por su parte, la disminución de MSI1 aumenta la 

radiosensiblidlidad al afectar la reparación del DNA dañado a través de la regulación 

de la DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit). DNA-PKcs es 

una enzima clave involucrada en la vía de unión de terminaciones no-homologas 

(por sus siglas en inglés, NHEJ) en la reparación de rupturas de doble cadena de 

DNA en mamíferos. Además, se ha demostrado que la sobre-expresión de MSI1 

protege a las células de GBM de la apoptosis inducida por drogas como el cisplatino, 

vía la regulación negativa de genes pro-apoptoticos 35.  

 

2.4. microRNAs 
 

Los microARN (miRNAs) comprenden una gran familia de pequeños RNAs no 

codificantes, de ~21 nucleótidos. Los genes de miRNAs se transcriben por las RNA 

polimersas II o III y los transcritos primarios se llaman pri-miRNA36, 37. Dentro del pri-

miRNA se encuentra una estructura de tallo-asa de entre 60-70 nt conocida como 

pre-miRNA, que resulta de su procesamiento en el núcleo de las células animales 

por un complejo proteico llamado microprocesador, el cual está formado por Drosha 

(una RNasa tipo III) y una proteína con dominios de unión a RNA de doble hebra 

llamada Pasha 38. El pre-miRNA es trasladado al citoplasma mediante la exportina 

5 en un proceso dependiente de GTP 39. Una vez en el citoplasma, sufre otro 

procesamiento en el que se remueve el asa terminal y se reduce a una cadena doble 

de ~21 pares de bases (pb). Dicer, -una RNAsa del tipo III realiza la remoción del 

asa 40. Es entonces cuando el RNA pequeño de doble cadena se recluta al complejo 

conocido como RISC (del inglés RNA-Induced Silencing Complex) que es el efector 

del silenciamiento de los mRNAs. En este complejo se encuentra la proteína 

Argonauta (Ago) cuyas funciones son: 1) degradar una de las dos hebras del RNA 

pequeño, producto de Dicer, para dar como resultado final al miRNA funcional y 2) 

posteriormente detener la traducción cuando la homología y por lo tanto su 

hibridación es parcial; o por el contrario para degradar al mRNA blanco cuando su 
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hibridación es total 41. En animales, las secuencias blanco reconocidas por los 

miRNAs se localizan generalmente en las regiones 3’-UTRs de los mRNAs (Figura 

2).  

 

 

 

Figura 2 Biogénesis de los microRNAs.  

Esquema representativo de la biogénesis de los microRNAs en la célula. La mayoría de los genes 

de miRNAs se transcriben mediante la RNA polimerasa II (RNA Pol II) en forma de transcritos 

primarios (pri-miRNA). Posteriormente, los pri-miRNas son cortados por la RNasa tipo III Drosha, 

generando estructuras llamadas pre-miRNAs que son transportados del núcleo al citoplasma por la 

Expotina 5 (Xpo5). En el citoplasma, el pre-miRNA es cortado por la RNasa Dicer para generar un 

dúplex de miRNA que será procesado por la proteína Argonauta (Ago), que va a seleccionar la hebra 

de RNA que formara parte del complejo RISC.  

 

Los miRNAs están implicados en varias funciones biológicas, incluidas la 

neurogénesis 42,43.  El cerebro, en particular, alberga aproximadamente el 70% de 

los miRNAs detectados experimentalmente, los cuales tienen patrones de expresión 
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tejido-específicos 44.  Cambios en su expresión y/o alteraciones en su mecanismo 

de acción han sido asociados a varias enfermedades neurodegenerativas y cáncer 

45,46.  

Al igual que con otros tipos de cáncer, los miRNAs son prometedores bio-

marcadores de pronóstico y blancos terapéuticos en GBM 47,48. Los miRNAs pueden 

funcionar como posibles oncogenes o supresores de tumores en los gliomas 49.  

Estudios de biología molecular y expresión de genes (incluidos la secuenciación de 

nueva generación, microarreglos, ensayos de PCR, y técnicas de hibridación in-situ) 

han identificado varios miRNAs que se expresan diferencialmente en tejidos y/o 

líneas celulares de GBM comparados con los tejidos normales 50–55. La mayoría de 

los trabajos han detectado altos niveles de expresión de miR-21, miR-10b, miR-155, 

miR-210 y miR-221 en GBM. Por el contrario, los niveles de miR-128 (-1, a), miR-

137, miR-330, miR-124, miR-149, miR-153, miR-154, miR-181, miR-323 y miR-328 

son bajos comparados con los tejidos control. En las Tablas 1 y 2 se han resumido 

el impacto de los principales microRNAs que afectan el desarrollo de GBM.  

La identificación de patrones específicos de expresión de miRNAs en GBM 

podría ser un importante parteaguas para establecer mejores esquemas de 

prognosis, así como para proponer estrategias terapéuticas innovadoras. Una gran 

variedad de farmacos han mostrado su capacidad para modular la expresión de los  

miRNAs en estudios pre-clínicos, sugiriendo que podrían ser excelentes blancos 

para agentes anti-neoplásicos. Por ejemplo, la sobre-expresión de miR-21 

significativamente inhibe el efecto de temozolamida (TMZ) en la apoptosis, el cual 

es mediado por la regulación negativa de las proteínas pro-apoptóticas Bax y 

Caspase-3 55. Por otro lado, se publicó que miR-21 regula a LRRFIP1 (Leucine Rich 

Repeat (in FLII) Interacting Protein 1) y contribuye a la resistencia a VM-26 en GBM 

57. En el mismo año, se demostró que la regulación negativa de dos miembros de la 

familia miR-181 (miR-181 b y miR-181c) en pacientes con GBM está relacionada 

con la respuesta al tratamiento con TMZ, sugiriendo que su presencia podría servir 

como biomarcador a la respuesta a la terapia con TMZ 58.  
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Tabla 1 miRNAs sobre-expresados en glioma y su función. 

miRNAs Blanco Función Referencia 

Hsa-miR-21 

IGFBP3 

FASLG 

RECK 

Invasión, apoptosis, 

crecimiento 

 

59 

Hsa-miR-221 
p27kip1 

CDKN1C/p57 
Proliferación, angiogenesis 

60 

61 

Has-miR-10b HOXD10 Invasión 62 

Has-miR-155 FOXO3 
Proliferación, invasión y 

migración. 

63 

Has-miR-210 

ROD1 

SIN3A 

BDNF 

Proliferación, apoptosis, 

migración e invasión 

64 

65 

66 

hsa-miR-146a Notch1 
Proliferación, viabilidad, 

apoptosis y quimioresistencia 

67 

Hsa-miR-148a 
MIG6 

BIM 
Apoptosis 68 

Hsa-miR-335 
PAX6 

DAAM1 

Proliferación, sobrevivencia, 

invasión y   troncalidad 

69–71 

Hsa-miR-582-5p 
CASP3 

CASP8 
Sobrevivencia celular de GSC 72 

Hsa-miR-183 NEFL Proliferación 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 
 

~ 9 ~ 
 

Tabla 2 miRNAs con bajos niveles de expresión en glioma y su función. 

miRNAs Blanco Función Referencia 

Hsa-miR-128 

Bmi-1 

E2F3a 

EphB1 

Proliferación, crecimiento de 

xenoinjertos de glioma y 

adhesión celular 

74 

75 

Hsa-miR-137 

RTVP-1 

Cox-2 

YBX1 

AKT2 

Proliferación, invasión, 

migración y troncalidad de 

GSC 

76 

77 

78 

Hsa-miR-330    

Hsa-miR-124 

SNAI2 

R-Ras 

N-Ras 

Proliferación, migración, 

invasión, troncalidad y 

angiogénesis 

79,80 

Hsa-miR-149 Rap1B Proliferación 81 

Hsa-miR-153 

BCl2 

SNAI1 

Nrf-2 

Apoptosis, invasión y 

troncalidad de GSCs 

82,83 

Hsa-miR-154    

Hsa-miR-

181a/b/c 

BCL2 

Rap1B 

Cyclin B1  

Proliferación, apoptosis, 

invasión y angiogénesis 

84–87 

Hsa-miR-323 IGF-1R 
Proliferación, invasión y 

apoptosis 

88 

Hsa-miR-328  SFRP1 Invasión 89 
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2.5. miR-137 

 

miR-137 desempeña un papel importante en el sistema nervioso y en el desarrollo 

del tumores; el incremento de su expresión es necesaria para la diferenciación 

neuronal, y su reducción está implicada en gliomagénesis. La sobre-expresión de 

miR-137 en células troncales neuronales embrionarias (por sus siglas en inglés, 

NSCs) promueve su diferenciación a células neurales y de la glía, pero disminuye 

su proliferación a través de regular negativamente a LSD1 (lysine-specific histone 

demethylase lysine-specific demethylase 1) 90. Otro estudio confirmó que miR-137 

junto con miR-128 y miR-124 impactan en la proliferación, auto-renovación y 

expresión de genes asociados a la troncalidad de NSCs 91. En contraste, Szulwach 

et al. (2010) mostró que la sobre-expresión de miR-137 en NSCs de adultos 

(aNSCs) incrementa su proliferación y disminuye su capacidad de diferenciación, 

mientras que el bloqueo de la función de miR-137 tiene el efecto opuesto 92. 

Además, estudios in vivo sugieren que el aumento de miR-137 disminuye el 

desarrollo dendrítico de neuronas nacientes 93. Los estudios anteriores sugieren que 

la función de miR-137 en NSC depende del contexto celular. Además, diversos 

estudios sugieren que miR-137 desempeña un rol importante en desordenes 

psiquiátricos y cáncer, incluidos los gliomas 94.  

Análisis de expresión de microRNAs en tumores cerebrales de adultos 

mostraron que miR-137 disminuye gradualmente en todos los grados de gliomas, 

mientras que en tumores pediátricos su expresión disminuye significativamente en 

los grados más altos en comparación con etapas tempranas, sugiriendo su papel 

como supresor de tumor 95,96. miR-137 inhibe el crecimiento y capacidad de invasión 

de las células de glioma, al regular negativamente a CSE1L y Cox-2 77,97. También, 

se ha reportado que miR-137 atenúa angiogénesis al regular a EXH2 in vitro e in 

vivo en GBM  98. Además, estudios recientes sugieren que miR-137 está involucrado 

en regular la pluripotencia de las células troncales de glioblastoma (por sus siglas 

en inglés, GSCs) al regular mRNAs que codifican para proteínas oncogénicas y que 

participan en neurogénesis como c-CDC42, CDK6, MIB1, YB1,NEFL1 y RTVP-1 

76,78,99. Sin embargo, el papel de miR-137 en glioblastoma es aún poco claro.  
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2.6. Interacción funcional entre RBPs y microRNAs en cáncer. 
 

En los últimos años se ha incrementado el conocimiento sobre la regulación de la 

expresión génica en eucariontes, especialmente desde que se descubrió que la 

regulación actúa a nivel post-transcripcional 6,100. Las RBPs y miRNAs habían sido 

generalmente estudiados como dos mecanismos distintos que regulan la 

abundancia de los transcritos; sin embargo, un creciente número de estudios han 

demostrado la interacción entre RBPs y miRNAs sobre los 3’-UTR bajo condiciones 

específicas. Particularmente en cáncer, se ha reportado que HuR promueve la 

traducción de nucleolin (NCL), mientras que el silenciamiento de HuR facilita la 

localización de mRNA de NCL en cuerpos de procesamiento (P-bodies), donde miR-

494 interactúa con el 3’-UTR de NCL e inhibe su expresión. Al final, la competencia 

entre HuR y miR-494 modulan la proliferación y la sobrevivencia celular 101 Ensayos 

de luciferasa y RNase footprinting sugieren que la unión de HuR al 3’-UTR del 

mRNA de ERBB-2 bloquea parcialmente el acceso de miR-331-3p. Mutaciones en 

el sitios de unión de HuR provocan que HuR se una a un sitio diferente, facilitando 

la acción de miR-331-3p sobre el mRNA de ERBB-2 102. En condiciones hipóxicas, 

aumenta la traslocación de hnRNP L al citoplasma, donde se une al 3’-UTR del 

mRNA de VEGFA y bloquea la actividad de miR-299 y -297 103.  

 Las interacciones RBP-miRNA son particularmente importantes en el 

contexto del sistema nervioso, en donde ambos reguladores desempeñan funciones 

importantes en neurogénesis y desarrollo cerebral, por lo tanto las alteraciones que 

afecten su función o niveles de expresión contribuyen al desarrollo de enfermedades 

neuronales o tumores cerebrales 104–109.   

 



Justificación 
 

~ 12 ~ 
 

3. JUSTIFICACIÓN 
   

Las células madre neurales adultas se generan en etapas embrionarias al entrar en 

un estado inactivo que permite su retención en la edad adulta y, por lo tanto, el 

mantenimiento de la homeostasis cerebral durante toda la vida 110. Por lo tanto, un 

equilibrio estrecho entre el estado de inactividad y activación es fundamental para 

satisfacer las demandas cerebrales de un tipo de célula específico en los números 

correctos, en un momento y posición determinados 111,112.  

 La activación de células madre se caracteriza por la regulación de la síntesis 

de proteínas seguida de división y diferenciación celular. Las proteínas de unión a 

RNA (RBPs) y los microRNAs desempeñan un papel crítico en el control de la 

síntesis de proteínas, al interactuar con elementos de acción cis presentes en la 

secuencia de mRNA afectando la estabilidad, localización sub-celular y la 

traducción de los mensajeros 113–115. Por lo tanto, alteraciones en la expresión o 

estequiometría de los trans-reguladores pueden conducir a un deterioro neuronal y 

desarrollo de enfermedades, como glioblastoma 111.  

 Musashi1 (MSI1) es una RBP y un marcador de troncalidad que desempeña 

un papel importante en neurogénesis, al regular el balance entre la auto-renovación 

y diferenciación de las células troncales neuronales, que dan origen a las neuronas 

y células de la glia 116. Por otro lado, se ha reportado que los niveles altos de MSI1 

son necesarios para mantener el fenotipo de las células cancerosas e influye 

considerablemente en su crecimiento 10,34,117.  En glioblastoma, la expresión de 

MSI1 es particularmente alta y prevalente, afectando la radio y quimioresistencia 

21,35 .   

 Estudios anteriores han reportado que MSI1 es regulado por varios 

microRNAS supresores de tumor, incluido miR-137 118. Contrario a MSI1, miR-137 

promueve diferenciación e inhibe el desarrollo de glioblastoma 76,78.  

 Actualmente, por medio de análisis genómicos y clínicos se han identificado 

proteínas que podrían participar en el desarrollo de GBM. El análisis in silico del 3’-

UTR de varios mRNAs desregulados en gliomas sugiere que estos podrían estar 

regulados por MSI1 y/o microRNAs, como miR-137.  
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 Con base en lo anterior nos preguntamos si miR-137 y MSI1 tienen una 

relación más compleja, lo que significa que si sus funciones antagonistas en la 

neurogénesis y el desarrollo glioblastoma son el resultado, al menos en parte, de  

su impacto sobre mRNAs compartidos que regulan a su vez la neurogénesis y/o el 

desarrollo de una neoplasia.   
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4. HIPÓTESIS 
 

Musashi1 y miR-137, ejercen una regulación antagónica sobre varios mRNAs, vía 

unión a la región 3’-UTR, que participan a su vez en la neurogénesis y/o el desarrollo 

de una neoplasia.   
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5. OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar el mecanismo molecular por el cual MSI1 y miR-137 regulan la expresión 

de transcritos que codifican para proteínas involucradas en el desarrollo de 

glioblastoma.  

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 Confirmar el papel de Musashi1 en neurogénesis.  

 Identificar transcritos blanco compartidos entre MSI1 y miR-137 implicados en 

neurogénesis y gliomagénesis.  

 Evaluar el impacto de MSI1 y miR-137 sobre sus blancos compartidos.  

 Proponer un modelo de regulación, mediado por  MSI1 y miR-137, para la auto-

renovación, proliferación y/o tumorigénesis
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1. Cultivo celular.  

Las líneas celulares de glioblastoma U251 y T98G, neuroblastoma BE-(2)-C y 

fibrosarcoma HT1080 se mantuvieron en medio DMEM-F12 suplementados con 

suero fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher) al 10% y 100 U/ml de bencil penicilina 

(Thermo Fisher) a 37°C en una atmósfera al 95% de O2. Las células de glioblastoma 

MSI-KO fueron cultivadas como se describe en de Araujo et al. 2016. 

La línea celular U251 que sobre-expresa MSI1 se generó de la siguiente 

manera: se sembraron y transducieron 200 células con el vector lentiviral, que 

contiene la región codificante de MSI1 (pReceiver-Lv242) (GeneCopoeia), con una 

multiplicidad de infección (por sus siglas en inglés, MOI) de 10 por célula. Las 

células control contienen el vector vacío. Después de 24 horas, las células fueron 

seleccionadas con puromicina al 0.5 μg/ml. La eficiencia de transducción fue 

determinada como el porcentaje de células positivas para GFP (color verde), con 

respecto al número total de células visibles. 

 

7.2. Cultivo de NSC. 

 Los cuidados y procedimientos experimentales en animales fueron aprobados por 

el Comité de uso y cuidado animal de University of Texas Health Science Center of 

San Antonio (UTHSCSA, Protocol #13091X). 

La zona sub-ventricular (por sus siglas en inglés, SVZ), fue obtenida de 

ratones Swiss-Webster (Charles River Laboratories) de 2 meses de nacidos. Las 

células fueron disociadas con papain 0.25% (Worthington Biochemical Corporation) 

y DNase (Sigma) al 12 mg/ml en DMEM a 37°C por 45 minutos. La células se 

lavaron dos veces con DMEM, centrifugadas y sembradas en placas de 6 pozos 

(Corning) en presencia de medio N5 (DMEM/F-12/N-2), suplementado con SFB al 

5% (Thermo Fisher), Factor de crecimiento epidermal (EGF) a 20 ng/ml (Thermo 

Fisher), factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) a 20 ng/ml (Peprotech) 
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y extracto de pituitaria bovina (Thermo Fisher) a 35 mg/ml. El medio se cambió cada 

dos días. Al alcanzar la confluencia deseada, las células fueron transfectadas como 

se describe más adelante. La diferenciación de NSCs fue inducida al remover EGF, 

FGF y FBS del medio.    

 

7.3. Transfección con siRNAs.  

Las células U251 fueron transfectadas con 25 nM de siRNAs contra MSI1 (siMSI1) 

y siRNAs control usando Lipofectamina RNAiMAX (Invitrogen). Después de 72 h, 

las células se cosecharon y utilizaron en los experimentos que se describen en las 

siguientes secciones.  

 Los siRNAs contra Msi1 (siMsi1) fueron obtenidos de Invitrogen Stealth RNAi 

Collection: MSI1HSS106732, MSI1HSS106733, and MSI1HSS106734. El siRNA 

control negativo es # Cat. 12935-300. Los siguientes siRNAs se obtuvieron de la 

colección ThermoFisher Silencer® Select: FSTL1 (s22034) cat# 4427037, PTGRFN 

(s11462) cat# 4427037, STC1 (s13549) cat# 4427037, CDH6 (s2784) cat# 

4427037, DCBLD2 (s43617) cat# 4427037. 

 Las transfecciones en NSCs se realizaron como se describe en Santos et al. 

2016. Brevemente, 1x105 células fueron sembrada en placas de 24 pozos cubiertas 

con poli-L-Ornitina (Sigma) y Laminina (Thermo Fisher). Las células fueron 

transfectadas con siRNA control o siMSI1 siguiendo el protocolo de X-Treme siRNA 

transfection reagent (Roche).  

 

7.4. Transfeccion con microRNAs mimics.  

Las células HT1080 fueron transfectadas con 5-25 nM de miR-128 (Cat. no. 

MSY0000424, QIAGEN), miR-137 (Cat. no. MSY0000429, QIAGEN) or miR-control 

mimics (Cat. no. 1027280, QIAGEN), using Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen). 

Las células se usaron en diferentes ensayos que se describen en las iguientes 

secciones.  
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7.5. Extracción de RNA, síntesis de cDNA y PCR en tiempo real 

(qRT-PCR). 

La extracción de RNA total se realizó con el método de TRIzol (Invitrogen). Seguido 

de la síntesis de cDNA con The High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(catalog no. 4368814, Applied Biosystems,) usando oligonucleótidos degenerados. 

Las reacciones de qRT-PCR se prepararon siguiendo el protocolo para TaqMan 

Universal PCR master mix (Applied Biosystems), junto con las siguientes sondas 

TaqMan: 

00978168; NEFL1 Hs0019624; CDC6 Hs00154374; NRAS Hs00180035; GAPDH  

Hs99999905, FSTL1 Hs00907496_m1,  PTGRFN Hs01385989_m1, STC1 

Hs00174970_m1, CDH6 Hs00191832_m1, DCBLD2 Hs00294635_m1. Las 

reacciones se corrieron en el equipo ABI 7500 Real Time PCR (Applied 

Biosystems). Los datos se adquirieron usando el software ABI SDS versión 2.0.1 

(Applied Biosystems) y se analizaron por el método de 2-ΔΔCt usando los niveles del 

mRNA de GAPDH como control endógeno.  

 La transcripción reversa para microRNAs se realizó con el High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) y los oligonucleótidos 

específicos para cada microRNA. La qRT-PCR se realizó con las sondas TaqMan: 

Hsa-miR-128 TR002216; hsa-miR-137, RT001129 and RNU48, TM 001006, del 

TaqMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems). 

 

7.6. Plásmidos. 
Las construcciones de expresión de Musashi1 (pcDNA-Msi1) y GST (pcDNA-GST) 

fueron proporcionadas por el Dr. Penalva del UTHSCSA.  

 Los vectores reporteros de luciferasa se generaron de la siguiente manera: 

Empleando como molde la secuencia nucleotídica del 3´-UTR del mRNA de 

PDGFRα (NM_006206), clonada en el vector pEZX-MT01, se amplificaron el 3’-UTR 

completo y tres regiones (R1, del nucleótido 1 al 715, R2 del nucleótido 716 al 1936 

y R3 del nucleótido 1937 al 2987). Los oligonucleótidos empleados para las 

reacciones de PCR se enlistan en la Tabla 3. Los fragmentos amplificados se 

purificaron y clonaron en el vector reportero de luciferasa pimirGLO (Promega) entre 
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los sitios de restricción de las SalI y SacI. La inserción de los fragmentos en el vector 

se corroboró por digestión enzimática con las enzimas mencionadas anteriormente. 

 Además, se sub-clono la región 2 del 3’-UTR en el vector TPZ57R/T (Invitrogen), 

que posee un promotor T7. Las clonas obtenidas se enviaron a secuenciar para 

corroborar la integridad de la secuencia clonada. Las construcciones nombradas 3’-

UTR-PDGFRα_R2SENSE/TPZ57R y 3’-UTR-PDGFRα_R2ANTISENSE/TPZ57R y 

se usaron como molde para la reacciones de transcripción in vitro. 

 

Tabla 3 Oligonucleótidos utilizados para amplificar las regiones del 3’UTR de 
PDGFRα. 

Oligos Secuencia (5’ - 3’) 

R1-F*° CACGAGCTC CGAGGGGTTCCTTCCACTT 

R1-R** CACGTCGACGCTTTCTCTGGAGGGAAATCATG 

R2-F CACGAGCTC GTAATAATGTAACATGATTTCCCTC 

R2-R CACGTCGAC CCCACACCAACCTGTTTGACAGTG 

R3-F CACGAGCTC GGTTCATTGGCATTCTTTGCAATAC 

R3-R° CACGTCGAC GTTTTGGGAACATGTAAGTATCTTTC 

*F: Oligonucleótido sentido; **R: Oligonucleótido anti-sentido. 

°Los oligonucleótidos R1-F y R3-R se utilizaron para amplificar el 3’-UTR completo.  

 

Para eliminar los sitios de regulación de miR-137 y miR-128 se utilizaron los 

oligonucleótidos de la Tabla 4. Por cada oligonucleótido se preparó una reacción de 

PCR de la siguiente manera: 20 ng de DNA plasmídico, 1 µl de dNTPs 10 mM, 1 µl 

de oligonucleótido sentido o anti-sentido 10 µM, 2.5 µl de  PfuUltra HF reaction buffer 

10x y 0.5 µl de PfuUltra hotstart DNA polymerase (2.5 U/μl; cat # 600390, Agilent 

Technologies) en un volumen final de 25 µl por cada reacción. Las condiciones de 

PCR fueron las siguientes: Pre-incubación a 95°C por 2 minutos. Desnaturalización 

95°C por 30 segundos. Temperatura de alineamiento 55°C por 1 minuto. Extensión 

a 68°C por 8 minutos 30 segundos. Se programaron 3 ciclos. Posteriormente, se 

mezcló la reacción del oligonucleótido sentido con el anti-sentido correspondiente. 
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Los tubos se incubaron con las condiciones de PCR anteriores por 25 ciclos. Al 

término de la reacción de PCR, las hebras de DNA metilado fueron digeridas con la 

enzima de restricción DpnI. Posteriormente, se transformaron células E. coli XL-1 

Blue con 10 μl del producto de PCR y las clonas se crecieron en agar LB con 

ampicilina 100 μg/ml a 37°C por 12 h. Se seleccionaron 6 clonas y se realizó la 

extracción de DNA plásmido con base al protocolo de PureLink® Quick Plasmid 

Miniprep Kit (Invitrogen). Las muestras se enviaron a secuenciar.  

 

Tabla 4 Oligonucleótidos para PCR de mutagénesis sitio dirigida. 

Oligonucleótido  Secuencia (5’ - 3’) 

128PC-F*° GAAACATGGGCTGTGGCAGATGATGCTTTGG 

128PC-R** CCAAAGCATCATCTGCCACAGCCCATGTTTC 

128C-F GTA TCA CTG CCT TCG CCA CAG GCA CAT TAA C 

128C-R GTT AAT GTG CCT GTG GCG AAG GCA GTG ATA C 

137-F GCAGATGATGCTTTGGAAGACTACCTACTGGTGTAATC 

137-R GTAGGTAGTCAAGTACTTTAGCATCATCTGCCGATAGCAC 

*F: Oligonucleótido sentido; **R: Oligonucleótido anti-sentido. 
PC: sitio poco conservado; C: sitio conservado. 

 
 

 

7.7. Ensayos de luciferasa in vitro. 

Se hicieron co-transfecciones transitorias de pcDNA-GST ó pcDNA-Msi1, con el 

vector pmirGLO-PDGFRα3’-UTR completo (wt), R1,R2 y R3 en células HT1080. 

Después de 48 horas, las células se cosecharon y se midió la actividad de luciferasa 

usando el Dual Luciferase Assay System (Promega).  

 De forma similar, se midió el impacto de los microRNAs sobre la expresión 

de PDGFRα. Las células HT1080 fueron co-transfectadas con 50 ng/μl del vector 

reportero  PDGFRα/3’-UTR (WT o deleciones de microRNAs) y 10 pmol de miRNA 

(miR-137 o miR-128 o mimic control), siguiendo el protocolo de Lipofectamine 3000 
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(invitrogen). Después de 48 horas, las células fueron colectadas y la actividad de 

luciferasa se midió con el kit mencionado anteriormente.  

 Los datos fueron expresados como actividad normalizada de luciferasa y la 

media + la desviación estándar de tres experimentos. 

 

7.8. Expresión y purificación de la proteína recombinante GST y 

GST-Msi1. 

Para expresar las proteínas recombinantes, la cepa de E. coli, BL21(DE3) se 

transformó con las construcciones pGEX-GST y GST-Msi1.  

7.8.1. Curva de crecimiento e inducción. Se inocularon 50 µl de bacterias BL21 

transformadas con plásmidos GST y GST-Msi1 en 50 ml de LB en presencia de 100 

mg/ml de ampicilina y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una D.O a 0.6. 

Posteriormente, se adicionó el inductor Isopropil β-D-Tioglactopiranósido (IPTG) a 

una concentración de 1 mM. Las bacterias se crecieron a 37°C y se tomó 1 ml del 

cultivo cada 30 minutos de incubación hasta las 4 horas y media de inducción. 

La expresión de las proteínas se analizó en geles de acrilamida teñidos con azul de 

Coomassie.  

7.8.2. Purificación de las proteínas recombinantes. Se inocularon 200 µl de 

bacterias BL21/GST o GST-Msi1 en 200 ml de LB con ampicilina y se crecieron a 

37°C hasta alcanzar una O.D de 0.6. Posteriormente, se adicionó IPTG a una 

concentración fina de 1mM y el cultivo se creció a 37°C por 3.5 horas. 

Adicionalmente, se crecieron bacterias sin inducir (control negativo).  Al finalizar el 

tiempo de inducción, el cultivo líquido se centrifugó a 5000 rpm durante 10 min. El 

pellet de células fue lavado dos veces con buffer PBS y tratado con 100 mg/ml de 

lisozima y se incubó durante 15 min en agitación constante a 4°C. A fin de completar 

la lisis celular, la mezcla fue sonicada con una amplitud de 30% durante 5 ciclos de 

30segundos, se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min a 4ºC.  

El sobrenadante se adicionó a un tubo eppendorf con perlas de glutatión sefarosa y 

se incubó por 1 hora en rotacipon a 4°C. Después, las muestras se centrifugaron a 
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1600 rpm por 3 min y se eliminó el sobrenadante. Las perlas se lavaron con 

soluciones de NaCl al 1M, 0.5M y 0.1 M /HEPES-KOH pH 7.5.  

Después de los lavados con NaCl, las proteínas se recuperaron en glutatión 

reducido 30 mM.  

Las proteínas se concentraron usando columnas Amicon Ultra 0.5 mL Ultracel 

10K (#UFC501024, Millipore).  

 

7.9. Transcripción in vitro. 

Las construcciones 3’-UTR-PDGFRα_R2SENSE/TPZ57R y 3’-UTR-

PDGFRα_R2ANTISENSE/TPZ57R fueron linearizadas con la enzima de restricción 

KpnI (#ER0521, Thermo Scientific) y desfosforiladas con FastAP Thermosensitive 

Alkaline Phosphatasen (#EF0654, Thermo Scientific).   

Las reacciones de transcripción se prepararon siguiendo el protocolo del 

MAXIscript Kit (#AM1308, Ambion). Las reacciones se incubaron a 37°C por 3 

horas. Además, se trataron con DNase TURBO por 30 min a 37°C. Por último, se 

adicionaron 5 µl de EDTA a 100 mM y se incubaron 5 min a 75°C.  

Posteriormente, las reacciones de transcripción se transfirieron a tubos de 

1.5 ml que contenían 30 µl de acetato de sodio 3 M (pH 5.2), 280 µl de agua y 750 

µl de etanol al 100%. El RNA se dejó precipitando a -20°C por 12 horas.  Al término 

de la incubación, los tubos se centrifugaron a 13500 rpm por 25 min a 4°C. Se 

eliminó el sobrenadante y se adicionaron a 750 µl de etanol al 70%. Las muestras 

se centrifugaron nuevamente, al finalizar se eliminó el sobrenadante y las pastillas 

de RNA se dejaron secar a temperatura ambiente. El RNA se re-suspendió en 30 µl 

de agua libre de RNasas y se cuantifico.  

El RNA se almacenó a -80°C.  

 

7.10. Marcaje del RNA con biotina. 

El RNA se marcó con biotina siguiendo el protocolo de 3´End Desthiobiotinylation 

Kit (#20163, Themo Scientific Pierce). Las reacciones se incubaron 9  hora a 16°C.  
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Después, las reacciones se transfirieron a un tubo de 1.5 mL que contenía 200 µl 

de agua y 600 µl de Clorofomo:alcohol isoamílico (24:1). Las muestras se agitaron 

vigorosamente y se centrifugaron a 13500 rpm por 15 min para separar las fases.  

La fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 mL y se adicionaron 46 µl de 

NaCl 5M, 1 µl de glicogen (20 mg/mL) y 1400 µl de etanol al 100%. El RNA se dejó 

precipitando a -20°C por 12 horas. Al término de la incubación, los tubos se 

centrifugaron a 13500 rpm por 25 min a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y se 

adicionaron a 750 µl de etanol al 70%. Las muestras se centrifugaron nuevamente, 

se eliminó el sobrenadante y las pastillas de RNA se dejaron secar a temperatura 

ambiente. El RNA se re-suspendió en 30 µl de agua libre de RNasas y se cuantifico. 

  

7.11. RNA-pull down 

Los experimentos de interacción RNA/GST o RNA/GST-Msi1 siguiendo el protocolo 

de Pierce Magnetic RNA-Protein Pull-Down Kit (#20164,Therno Scientific Pierce).   

Primero, 50 pmol de RNA sentido y antisetido se incubaron con 80 µL de perlas de 

streptvidina magnéticas, previamente lavadas con Tris 20 mM (pH 7.5), a 4°C por 

30 minutos en rotación. 

Se preparó el mix de interacción RNA-proteína de la siguiente manera: 10 µl 

de 10X Protein-RNA binding buffer, 30 µl de glicerol al 50%, 30 µg de proteína 

recombinante (GST o GST-Msi1) y agua (volumen final de 100 µl). El mix de 

interacción se agregó  al tubo con RNA-perlas y se incubó la reacción por 1 hora a 

4°C en rotación.  

Al término de la incubación, los tubos se colocaron en el soporte magnético 

y se retiró el sobrenadante. Las perlas se lavaron tres veces con la solución de 

lavado.  

Posteriormente, las perlas se re-suspendieron en  buffer de carga para 

proteínas, se incubaron en baño maría por 5 minutos.  

Las muestras de interacción y el INPUT de proteínas se sometieron a un corrimiento 

electroforético en geles de poliacrilamida al 12%. Las proteínas se transfirieron en 

membranas de PVDF. Las membranas se incubaron con el anticuerpo monoclonal 

de ratón anti-GST HRP (sc-2357, Santa Cruz).  
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7.12. Análisis de proteínas. 

Análisis en células de GBM. Se obtuvieron extractos proteicos de las células. Treinta 

microgramos de proteínas se separaron en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y transferidas a membranas de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) 

(GE Healthcare). Las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% en TBS 1X-

Tween 20 por 1 h a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas 12 h 

con los anticuerpos primarios, seguido de hibridación de las membranas con los 

anticuerpos secundarios. 

Los anticuerpos y diluciones utilizados en este estudio fueron los siguientes: 

anti-Msi1 (EP1302) (Abcam, ab52865; 1:2000 in 5% milk-TBST); anti-PDGF 

Receptor α (D13C6) XP (Cell Signaling, #5241; 1:1000 in 5% BSA-TBST); anti-EGF 

Receptor (C74B9) (Cell signaling #2646; 1:2000 in 5%BSA-TBST); anti-ECT2 (G-4) 

(Santa Cruz, sc-514750; 1:1000 5% milk-TBST); anti-NEFL1 (Cell signaling, #2835; 

1:1000 in 5% milk-TBST), Anti-CDC6 (C42F7) (Cell signaling, #3387; 1:500 in 5% 

BSA-TBST); Anti-NRAS (27H5) (Cell signaling, #3339; 1:1000 in 5% BSA-TBST); 

anti-alpha Tubulin (GeneTex, GTX102078); Anti-GST (B-14) HRP (Santa Cruz, sc-

138; 1:5000 in 5% milk-TBST).  

Análisis de muestras de ratón: Las células fueron lisadas con buffer de RIPA. 

Las proteínas se separaron por SDS-PAGE y transferidas a membranas de PVDF. 

Posteriormente, se bloquearon e incubaron con anti-MSI1 o anti—Tubulin III (Tuj1, 

1:500, Covance Inc), seguidas de la incubación con el anticuerpo secundario 

acoplado a HRP (horseradish peroxide). Anti-β-Actin (Abcam), se utilizó como 

control endógeno.  

Los inmunoblots se revelaron usando Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate (Millipore). 

El análisis densitométrico de las imágenes obtenidas de los blots se realizó en 

el software ImageJ y el análisis estadístico de los resultados en el software 

GraphPad Prism 6.  
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7.13. Ensayo de proliferación celular.  

Las células U251 se infectaron con el vector lentiviral que expresa MSI1 o el vector 

control. Posteriormente, las células se transfectaron con 10 nM de miR-137 o el 

mimic control y  se sembraron en placas de cultivo Image Lock de Essene (Essen 

BioScience). El porcentaje de confluencia se monitoreo por 5 días con el sistema de 

imagen automatizado IncuCyte (Essen BioScience). El análisis estadístico se 

realizó en el software GraphPad y los datos se presentaron como la media + la 

desviación estándar.  

 

7.14. Inmunohistoquímicas. 

Los cultivos de NSC se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% por 20  minutos, 

se lavaron y bloquearon con Suero Normal de Burro (por sus siglas en inglés, NDS) 

en PBSt-T por una hora y se incubaron por 12 horas con el anticuerpo primario anti-

β-Tubulin III (Tuj1, 1:500, Covance, Inc.). Las células fueron marcadas con Alexa 

488 o Alexa 546 conjugadas con el anticuerpo secundario ((Invitrogen, Inc., Thermo 

Fisher) y los núcleos fueron teñidos con DAPI (40,6-diamidino-2-phenylindole) 

(Sigma).  

 

7.15. Cuantificación del crecimiento de neuritas. 

Después de 96 horas de la transfección, las células fueron monitoreadas a 10X y 

20X en el equipo IncuCyte. El crecimiento de neuritas fue cuantificado en  ZOOM 

Imaging System (Essen BioScience). La definición de neurita para las células BE-

(2)-C fue creada en el NeuroTrack software module (Essen BioScience).  

 

7.16. Conteo celular.  

Los experimentos se realizaron en tres réplicas biológicas. Los núcleos se 

identificaron como DAPI1 positivos, y se verificó cada uno para Tuj1. Por triplicado, 

se evaluaron mínimo cinco campos para los núcleos DAPI y anti-Tuj1 positivos. La 

proporción de Tuj1 positivos se determinó para los 15 campos (cinco campos por 

triplicado). Algunas muestras se contaron varias veces para evaluar la fiabilidad de 

los conteos. 
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7.17. Correlación de la expresión de Musashi1 y miR-137. 

Para evaluar si los perfiles de expresión de MSI1 y miR-137 están anti-

correlacionados, se obtuvieron los valores de expresión de mRNA y miRNA del The 

Cancer Genome Atlas (TCGA). Los valores de expresión de los mRNA fueron 

normalizados usando el Upper Quartile normalized FPKM, del portal Genomics Data 

Commons (GDC). La expresión del miRNA fue normalizada usando las lecturas por 

millón del miRNA mapeado, obtenido del portal GDC. En total, 508 sujetos arrojaron 

datos de expresión para mRNAs y miRNA. Se aplicó una transformación de la raíz 

cuadrada a la expresión de Musashi1 y miR-137 para estabilizar la varianza. El 

coeficiente de correlación de Pearson y el valor p se calcularon entre la expresión 

transformada de Musashi1 y miR-137 

 

7.18. Identificación y comparación de los blancos de miRNA y RBP. 

Blancos de miR-137. Las predicciones de los blancos de familias de miRNAs 

altamente conservadas se obtuvieron de TargetScan 119. Se generó una lista de 

blancos probables de miR-137 con información publicada por Santos et al, 2016 y 

Tamim et al. 2014, y  los blancos validados en miRTarBase 120. Además, se hizo 

una lista de los sitos blancos de miRNAs por transcrito y se calculó el número de 

miRNAs que regulan cada transcrito. Los datos usaron para los siguientes análisis.  

 Blancos de RBPs. Se generó una lista de blancos de MSI1 identificados por RIP 

o iCLIP 34,121,122.  La lista de los blancos de hnRNPH1 y IGF2BP3 se obtuvieron de 

Ennajdaoui et al. 2016 y Uren et al. 2016.  

 Blancos compartidos entre miRNAs y RBPs. Se compararon las listas de 

blancos de los microRNAs y RBPs para identificar los transcritos compartidos entre 

ambos. Después, se calculó el número de mRNAs compartidos miRNA-RBP y se 

obtuvo el número de transcritos que contiene un número pequeño de sitios de unión 

del microRNA (menos de 3 o menos de 5 sitios de regulación por familia conservada 

de microRNAs). La significancia entre cada grupo fue calculada usando Fisher’s test 

(p-value<0.01).  
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7.19. Análisis de blancos compartidos entre miR-137 y MSI1. 

El análisis de ontología de genes (Gene ontology, GO) se realizó en PANTHER 123. 

REVIGO124 se utilizó para copilar y agrupar los términos similares de GO. Por último, 

el análisis de redes se realizó en STRING (versión 10.5) 125. 

 El análisis de expresión de los genes blancos compartidos por MSI1 y miR-

137 en corteza, tumor tipo glioma de bajo grado (por sus siglas en inglés, LGG) y 

GBM se realizó de la siguiente manera: Los recuentos de lectura de genes de 156 

GBM y 551 LGG se obtuvieron del TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/), mientras 

que los recuentos de lectura de 287 muestras de corteza frontal (tejido sano) se 

obtuvieron de GTEx reléase V7 (https://www.gtexportal.org/home/).   Para el 

procesamiento de datos de expresión, primero los recuentos de lectura fueron 

normalizados usando el método RLE de DESeq2 126. Posteriormente, se realizó el 

análisis diferencial de expresión  para comparar GBM con corteza y LGG. Todas las 

comparaciones se realizaron usando DESeq2 y solo los genes que presentaron 

|log2fold change| ≥ 1 and FDR < 0.05 se consideraron como diferencialmente 

expresados. Después, analizamos la lista de 141 genes compartido entre miR-137 

y MSI1. Finalmente, después de la trasformación logarítmica de los datos 

normalizados, se generaron los mapas de calor de los genes diferencialmente 

expresados usando R scripts.  

 El análisis de expresión y sobrevivencia de los genes compartidos MSI1/miR-

137 obtenidos de los datos de glioma de TCGA, se realizó usando en GlioVis 127.  

https://portal.gdc.cancer.gov/
https://www.gtexportal.org/home/


Resultados 

~ 28 ~ 
 

8. RESULTADOS 
 

8.1. Impacto de MSI1 en neurogénesis 

 

Las redes reguladoras de genes entre factores de transcripción y miRNAs están 

bien documentadas. Las complejas interacciones entre estos dos reguladores y sus 

genes blanco tienen lugar en diferentes organismos, afectan varios procesos 

biológicos y contribuyen en enfermedades como el cáncer 128,129. En el caso de 

miRNA-RBP, las redes de regulación aún no se han explorado por completo. 

Aunque se ha demostrado que interactúan de múltiples maneras, la gran mayoría 

de los ejemplos descritos hasta ahora involucran un solo transcrito blanco 

compartido. 

 MSI1 es regulado por un grupo de miRNAs supresores de tumores, en los 

que se incluyen miR-34a, miR-101, miR-128, miR-137 and miR-138 118. Al igual que 

MSI1, estos miRNAs participan en la interesante intersección de neurogénesis y 

desarrollo tumoral. Con base en lo anterior, nos preguntamos sí estos miRNAs y 

MSI1 tienen una relación más compleja, es decir si sus funciones antagonistas en 

neurogénesis y el desarrollo de gliomas se producen como resultado de su impacto 

en la transcripción de sus blancos compartidos. Para evaluar lo anterior, obtuvimos 

de TargetScan 119 las listas de los posibles blancos de los cinco miRNAs, 

generamos una lista de blancos de MSI1 a partir de los resultados de CLIP y RIP 

publicados por Uren et al. 2015, Vo et al. 2012b y de Sousa Abreu et al. 2009 10,34,122 

y determinamos el número de blancos compartidos. Corroborando nuestras 

expectativas, observamos que estos miRNAs comparten un gran número de 

blancos con MSI1 y también entre ellos. En todos los casos, con excepción de miR-

138, las superposiciones observadas son estadísticamente significativas. Además, 

el análisis revelo que MSI1 comparte más blancos con miR-137 comparado con el 

resto de los microRNAs analizados (Figura 3 A; Tabla S1 y S2). 

En este estudio nos enfocamos en la asociación MSI1-miR-137 debido a que 

comparten un mayor número de blancos (Figura 3A y B) y la regulación por miR-
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137 es la única entre los miRNAs estudiados que está altamente conservada. En la 

Figura 4A, se muestra que el sitio de unión de miR-137 está altamente conservado 

en vertebrados y también en el género Drosophila. Este grado de conservación 

sugiere que la regulación de MSI1 por miR-137 es un componente crítico en el 

balance entre auto-renovación y diferenciación.  

  

 

Figura 3 Musashi1 comparte varios blancos con sus propios miRNAs reguladores.  

A) Tabla de los microRNAs que regulan a MSI1. La tabla muestra el número de blancos identificados 

para cada microRNA en TargetScan, así como los compartidos con MSI1. El análisis hipergeométrico 

mostró que el número de blancos compartidos entre MSI1 y los miRNAs es estadísticamente 

significativo. B) Diagrama de Venn, en el que resaltan los 141 blancos compartidos entre MSI1 y 

miR-137. El análisis hipergeométrico revelo que la superposición de los blancos es altamente 

significativa (p-value˂ 7.21e-05).    

 

Estudios anteriores han mostrado que la expresión de miR-137 incrementa 

durante la diferenciación de células troncales neuronales (por sus siglas en inglés, 

NSCs) 91. Mientras que el análisis de expresión de MSI1 durante la neurogénesis 

muestra un perfil opuesto al descrito para miR-137 (Figure 4B). Los niveles de 

expresión de MSI1 en la zona sub-ventricular (SVZ) (nicho de NSCs) son altos 

comparados con los observados en el núcleo estriado (STM) que es tejido 

diferenciado de cerebro de ratón (Figura 4C), estos resultados son opuestos a lo 

reportado para miR-137 91. De igual manera, el análisis en muestras de glioma del 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) muestran que MSI1 y miR-137 tienen patrones 

de expresión opuestos y que estos patrones están altamente correlacionados (R = 

-0.45; p-value = 2.2 E-26) (Figura S1. Además, observamos que MSI1 knockdown 
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reduce la proliferación de NSCs (Figura 4D) y disminuye el número de neuronas 

cuando NSC son inducidas a diferenciación (Figura 4E), estos resultados son 

contrarios a los observados con miR-137 91. Esto sugiere que existe un efecto 

antagónico entre ambas moléculas.  
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Figura 4 Papel de Musashi1 en neurogénesis.  

A) Las predicciones de TargetScan muestran que el sitio de unión de miR-137 esta conservado entre 

vertebrados y en el género Drosophila. Los nucleótidos altamente conservados se muestran en cajas 

azules. B) La expresión del mRNA de MSI1 disminuye durante la diferenciación in vitro de NSCs 
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(panel izquierdo). El análisis de Western blot muestra que los niveles de MSI1 son altos en NSCs 

comparados con los que se observan en células diferenciadas. β –Tubulin III se utilizó como 

marcador neuronal (panel derecho). C)  La expresión de MSI1 es alta en  células localizadas en la 

zona sub-ventricular (por su siglas en inglés, SVZ) comparado con lo observado en las células del 

núcleo estriado (striatum, por sus siglas en inglés, STM). D) Proliferación de NSCs. El análisis del 

Western blot muestra la disminución de la expresión de MSI1 por siRNAs en NSCs, siRNAMSI1 

(siMSI1) vs. siRNA Control (siCtrl) (panel superior). Porcentaje de NSCs que incorporaron BrdU 

después de la transfección con siMSI1 y el siRNA control (panel inferior). E) Experimento de 

diferenciación neuronal. Las NSCs fueron transfectadas con siMSI1 o siControl y mantenidas en 

medio de diferenciación. Las células fueron teñidas con β-Tubulin III (rojo) por cuatro días (panel 

izquierdo). Los núcleos se tiñeron con DAPI1 (azul) y los oligodentrocitos se tiñeron de verde. El 

análisis de qRT-PCR muestra los niveles de MSI1 en NSCs (panel central). Cuantificación de 

neuronas después de 4 días de crecimiento en medio diferenciado (panel derecho). El experimento 

se realizó en triplicados. Los datos se muestran como media + desviación estándar. *p-value˂0.05, 

**p-value˂0.001, ***p-value˂0.0001. 

 

 

8.2.  MSI1 y miR-137 comparten blancos que están implicados en 

desarrollo, diferenciación y migración celular.  

 

Para ampliar el potencial antagónico entre MSI1 y miR-137, generamos una lista de 

blancos de miR-137. En la lista se incluyeron los blancos identificados por Tamim 

et al. 2014 y Santos et al. 2016 78,91. Además, agregamos los blancos validados de 

miRTarBase 120. Después, comparamos la lista final de miR-137 con los blancos de 

las tres RBPs (MSI1, hnRNPH1 y IGF2BP3) y evaluamos la significancia de los 

blancos compartidos. El análisis mostró que miR-137 tiene en común más blancos 

con MSI1, que con hnRNPH1 y IGF2BP3 (Tabla S1).   

Posteriormente, analizamos los niveles de expresión de los blancos 

compartidos MSI1/miR-137 en muestras de GBM, glioma de bajo grado (por sus 

siglas en inglés LGG) y tejido cerebral normal obtenidas del TCGA y el proyecto 

GTEx (siglas en inglés de Expresión del Genotipo en los Tejidos). Para los que 

observamos valores de expresión consistentes en cada grupo de muestra y 

determinamos que la gran mayoría de ellos están sobre-expresados en GBM en 

comparación con tejido cerebral normal y LGG (Figure 5A, Tabla S7).  
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 Se realizó un análisis de ontología de genes (GO) para determinar los 

procesos celulares en los que participan los blancos MSI1/miR-137. El análisis 

revelo que los blancos participan en diferenciación, morfogénesis, desarrollo y 

migración (Figura 5B, Tabla S4). Además, el análisis de redes mostró que la 

mayoría de los genes blanco compartidos están altamente interconectadas. Los 

nodos con mayor número de conexiones son SRC, EGFR, NRAS, PDGFRα y SP1 

(Figura 5C).  

 Para ampliar el análisis de las dianas compartidos MSI1/miR-137, 

seleccionamos un conjunto de genes (FSTL1, STC1 y DCBLD2)  con poca o 

ninguna información sobre su participación en la neurogénesis y el desarrollo de 

glioblastoma, y evaluamos por experimentos de siRNA knockdown su impacto en la 

proliferación de células de glioblastoma U251 y en diferenciación neuronal utilizando 

la línea celular de neuroblastoma BE-(2)-C como modelo. Los experimentos 

mostraron que el knockdown de DCBLD2 y STC1 disminuyen la proliferación 

celular, mientras que el knockdown de FSTL1 induce diferenciación neuronal 

(Figura S2A-B). El análisis de datos en el TCGA mostró que estos tres genes tienen 

altos niveles de expresión en glioblastoma en comparación con los grados II y III. 

Además, los pacientes con GBM con altos niveles de expresión de estos genes 

tienen mal pronóstico (Figura S2C-D). En general, estos resultados coinciden con 

la hipótesis de que los blancos compartidos MSI1/miR-137 están "activos" en 

células cancerosas y contribuyen a la tumorigénesis. 
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Figura 5 MSI1 y miR-137 comparten blancos que participan en neurogénesis y gliomagenesis.  

A) Mapa de calor que muestra la expresión de los blancos compartidos MSI1/miR-137 en GBM vs 

LGG del TCGA y GBM vs corteza frontal sana del GTEx. Solamente se muestran los genes con 

valores de expresión consistente entre los grupos de muestras. B) Análisis de GO de los blancos 

compartidos MSI1/miR-137. Se muestran las asociaciones más relevantes de los términos GO 

obtenidas en REVIGO124. C) Red de interacción proteína-proteína obtenida en STRING 125, muestra 

las asociaciones entre los blancos comunes MSI1-miR-137.  
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8.3. Impacto de MSI1 y miR-137 sobre sus blancos compartidos.  
 

Considerando los papeles opuestos de MSI1 y miR-137 en neurogénesis y 

tumorigénesis, suponemos que la mayoría de los blancos compartidos estén 

regulados en direcciones opuestas. Para evaluar lo anterior, seleccionamos a 

PDGFRα, una de las proteínas con mayor número de conexiones en la red descrita 

anteriormente (Figura 5C). Inicialmente, MSI1 fue descrito como un represor 

traduccional 29, pero estudios posteriores demostraron su papel como activador 

traduccional. Uren et al. 2015 reportaron que el Knockdown de MSI1 afecta el perfil 

del mRNA de PDGFRα en gradientes polisomales, sugiriendo que MSI1 incrementa 

su traducción 34. Para corroborar sí MSI1 afecta la traducción de PDGFRα, 

evaluamos la expresión de PDGFRα a nivel de mensajero por qRT-PCR y de la 

proteína por Western blot. Nuestros experimentos mostraron que el knockdown de 

MSI1 produce cambios mínimos a nivel de mRNA pero afecta drásticamente los 

niveles de la proteína PDGFRα (Figura 6A). Los cambios en los niveles de la 

proteína PDGFRα fueron corroborados en células U251/Msi1-KO (Figura S2A).  El 

análisis del Cross-linking and immunoprecipitation (CLIP) publicado por Uren et al. 

2015 indica que MSI1 tiene varios sitos de unión a lo largo del 3’-UTR de PDGFRα 

34 (Figura 6B). Para evaluar sí MSI1 regula a PDGFRα a través de la región 3’-UTR 

preparamos cuatro reporteros de luciferasa, el primero contiene el 3’-UTR de 

PDGFRα completo y las tres restantes contienen fragmentos adyacentes llamadas 

R1 (del nucleótido 1 al 715), R2 (del nucleótido 716 al 1936) y R3 (del nucleótido 

1937 al 2987). En los ensayos de luciferasa se observó un incremento de la 

actividad de luciferasa cuando el reportero 3’-UTR completo fue co-transectado con 

el vector de expresión de MSI1. En el caso de las clonas R2 y R3, la expresión de 

MSI1 produce solamente un incremento parcial de la actividad del reportero (Figura 

6B-C). Además, se hicieron ensayos de interacción RNA-proteína (RNA-pull down) 

para determinar sí Msi1 se une directamente al 3’-UTR de PDFRα. Las proteínas 

GST-Msi1 y GST (control) (Figura S4) se incubaron con los RNAs sentido y 

antisentido de la R2 del 3’-UTR (Figura S5). El experimento demuestra que MSI1 

se une directamente al RNA sentido del 3’-UTR de PDGFRα (Figura 6D). Los 
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resultados anteriores sugieren que Msi1 regula la traducción de PDGFRα a través 

de su unión directa en la región 3´-UTR de PDGFRα.  

 

 

Figura 6 MSI1 promueve la expresión de PDGFRα vía unión al 3’-UTR.  

A) Expresión de MSI1 y PDGFRα. Las células  de GBM U251 fueron transfectadas con siRNAS 

contra MSI1. Después de 72 horas, la expresión de los transcritos se analizó qRT-PCR y por Western 

blot la expresión de las proteínas. GAPDH se utilizó como gen constitutivo para los experimentos de 

qRT-PCR y α-tubulina como control de carga en WB. En las dos condiciones, los niveles de mRNA 

de PDGFRα no varían por efecto de MSI1, sin embargo, la expresión de la proteína disminuye en 

ausencia de MSI1. B) Mapa del 3´-UTR de PDGFRα (FL). Se indican con flechas (azul claro) los 

posibles sitios de unión a Musashi1. Las líneas azules representan las construcciones con diferentes 

regiones del 3’-UTR de PDGFRα. La primera construcción comprende del nucleótido 1 al 715, la 

segunda del 716 al 1936 y la última de 1937 al 2987. C) Ensayos de luciferasa. Se realizaron co-

tranfecciones con pcDNA-MSI1 ó GST (control negativo) con el 3’-UTR completo (FL) y las tres 

regiones (R1, R2 y R3) en células HT1080 por triplicado. Los valores son expresados como la 

actividad normalizada de luciferasa (media+la desviación estándar) y se analizaron con la prueba 

estadística t-Stutdent comparando la expresión de luciferasa del vector con el 3’-UTR de PDGFRα 

en presencia de Musashi1 con el control de GST. D) Ensayo de interacción MSI1 y R2 del 3’-UTR. 

30 µg de proteína GST-Msi1 y GST (control) se incubaron con 50 pmol de RNA sentido y antisentido. 

La interacción se revelo por WB, usando el anticuerpo monoclonal de ratón anti-GST.  

 

 El 3’-UTR del mRNA de PDGFRα también contiene sitios de unión para un 

gran número de miRNAs. Interesantemente, miR-128 y miR-137, que también son 

reguladores de MSI1, tienen sitios conservados en el 3’-UTR de PDGFRα (Figura 

7A). Para evaluar sí el mRNA de PDGFRα es blanco de esos miRNAs se 



Resultados 

~ 37 ~ 
 

transfectaron células de GBM con miR-128, miR-137 y miR-Control. La expresión 

de PDGFRα a nivel de mRNA y proteína se realizó por qRT-PCR y Western blot, 

respectivamente. El análisis mostró una reducción significativa en los niveles del 

mensajero y de la proteína PDGFRα (Figura 7B), el mismo resultado se confirmó 

en la línea celular T98G (glioblastoma) (Figura S6). Para validar la regulación por 

microRNAs se realizaron ensayos de luciferasa. Se co-transfectaron los miRNAS 

con el vector de luciferasa que contiene el 3’-UTR integro (3’-UTR WT) y los 3’-UTR 

sin sitios de regulación por miR-128 (ΔmiR-128) y miR-137 (ΔmiR-137).  En los 

experimentos se observó reducción de la actividad de luciferasa cuando el 3’-UTR 

WT fue co-transfectado con mimics miR-128 o miR-137. Sin embargo, en las 

transfecciones con los reporteros carentes de los sitos de regulación, miR-128 no 

es capaz de inhibir la actividad del reportero mientras que la actividad disminuye por 

efecto de miR-137, comparados con sus respectivos controles (Figura 7C). 

Además, corroboramos que MSI1 ejerce su efecto positivo sobre PDGFRα 

independientemente de la presencia de los sitos de unión de miR-128 y miR-137, 

refutando la idea de que la regulación de MSI1 ocurre vía la inhibición de los miRNAs 

(Figura S6).  

 Para seguir explorando nuestro modelo antagónico, evaluamos un grupo de 

blancos MSI1/miR-137 (EGFR, NEFL1, NRAS, ECT2 y CDC6) por western blot. 

Células de GBM U251 fueron transfectadas con siRNAs contra MSI1 (siMsi1) o miR-

137 y los cambios a nivel de proteína fueron evaluados después de 48 horas. El 

tratamiento con siMsi1 o miR-137 disminuye la expresión de proteínas, sugiriendo 

que la expresión de sus transcritos son reprimidos por miR-137 y activados por MSI1 

(Figura 8A-E). Para confirmar que el efecto que tiene miR-137 sobre los blancos 

compartidos con MSI1 es directo y no depende de la inhibición de MSI1, realizamos 

experimentos en células U251 MSI1 KO 21.  Las células U251 normales y U251 

MSI1 KO fueron transfectadas con un mimic control o miR-137. Posteriormente, se 

midió el impacto de miR-137 sobre los mensajeros compartidos con MSI1 por qRT-

PCR. En todos los casos analizados, se observó una reducción de los niveles de 

los transcritos por efecto de miR-137 y en todos los casos los niveles de represión 

entre las células U251 y las MSI1 KO fueron similares (Figura S7).  
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Figura 7 miR-128 y -137 reducen la expresión de PDGFRα. 

A) Esquema del 3’-UTR de PDGFRα. Se muestran los sitos de unión de Msi1 en color rosa y los 

sitios de interacción de los microRNAs en amarillo y verde para miR-128 y -137, respectivamente. 

B) Niveles de expresión de mensajero y de la proteína PDGFRα.  Las células U251 se transfectaron 

con los miR-control (Ctrl), miR-128y -137. Los niveles del mRNA de PDGFRα se analizaron por el 

método de 2-ΔΔCt usando los niveles del mRNA de GAPDH como control endógeno. La expresión 

de la proteína se analizó por Western blot, usando α-Tubulin como control de carga.  C) Ensayos de 

luciferasa. Células HT1080 fueron transfectadas con el vector reportero y el 3’-UTR de PDGFRα que 

tiene los sitios putativos de los miRNAs y el vector reportero carente de estos. La actividad de 

lucíferasa se evaluó después de 48 horas. Los datos fueron analizados con la prueba de t-Student, 

comparando los niveles del mRNA del transfectados con el mimic y el miRNA control. Los datos se 

muestran como la media + la desviación estándar. **p-value˂0.001, ***p-value˂0.0001.  
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Figura 8 MSI1 y miR-137 tiene efectos regulatorios opuestos sobre la expresión de sus blancos 

compartidos.  

A-E) Análisis de expresión de las proteínas EGFR, NEFL1, NRAS, ECT2 y CDC6. Las células U251 

fueron transfectadas con un siRNAs contra MSI1  (siMSI1) o un siRNA control (siCtrl) (panel superior) 

y con un mimic control (Ctrl) y miR-137 (panel inferior). α-Tubulin fue usada como control de carga. 

MSI1 y miR-137 tienen efectos opuestos sobre la expresión de sus blancos compartidos. Los datos 

fueron analizados usando la t-Student y se muestran como la media + la desviación estándar. *p-

value˂0.05, **p-value˂0.001, ***p-value˂0.0001.  

 

 

8.4. Modelo antagónico RBP-miRNA y su importante alcance en 

neurogénesis y gliomagénesis.  
  

Para dar soporte a nuestro modelo de antagonismo entre MSI1 y miR-137, se evaluó 

sí MSI1 era capaz de contrarrestar o disminuir el efecto de miR-137 sobre la 

proliferación y diferenciación celular. Las células U251 fueron transfectadas e 

infectadas de la siguiente manera: 1) un vector control y un mimic control, 2) vector 

control y miR-137, 3) Vector que expresa a MSI1 y mimic control, y 4) miR-137 y el 

vector que expresa a MSI1. En los experimentos se observó que las células 

transfectadas con miR-137 reducen significativamente su proliferación. Sin 

embargo, cuando las células son también infectadas con la construcción lentiviral 

que contiene la secuencia codificante de MSI1, el efecto negativo de miR-137 sobre 
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la proliferación celular fue totalmente neutralizada por MSI1 (Figura 9A). Además, 

usamos la línea celular de neuroblastoma BE-(2)-C como modelo para evaluar el 

impacto de miR-137 contra MSI1 sobre la diferenciación neuronal. Las células 

fueron transfectadas e infectadas con las mismas condiciones del experimento 

anterior. Después de 5 días, se midió el crecimiento de las neuritas como un 

indicador de diferenciación. miR-137 efectivamente induce la formación de neuritas 

pero el efecto es disminuido por la presencia de MSI1 (Figura 9B).  

 Con base en los resultados anteriores sugerimos que la regulación negativa 

de miR-137 puede ser un evento clave que incrementa la expresión de MSI1, 

promoviendo la troncalidad (stemness) de las células y la activación oncogénica en 

gliomas (Figura 10).  

 

  

 

Figura 9 MSI1 y miR-137 tienen efectos opuestos sobre la proliferación y diferenciación celular.  

A) Curvas de proliferación celular. Las céulas u251 fueron transfectadas e infectadas de la siguiente 

manera: 1) vector control y mimic control; 2) vector control y miR-137; 3) Vector que expresa a MSI1 

y mimic control; y 4) miR-137 y el vector que expresa a MSI1.Se realizaron réplicas del experimento 

tanto biológicas como técnicas.  MSI1 contrarresta el efecto represor de miR-137. B) Ensayo de 

diferenciación neuronal. La células BE(2)C fueron transfectadas con combinaciones de miRNAs y 

vectores de expresión (se muestras en la figura) y el impacto de esas moléculas en la diferenciación 

fueron medidas por 5 días en el sistema IncuCyte. Las imágenes de la izquierda muestran el aspecto 

de las células diferenciadas. Las gráficas (derecha) muestran el crecimiento relativo en cada 

condición de transfección. Se realizaron duplicados biológicos y cuadriplicados técnicos del 

experimento. Los datos fueron analizados usando la t-Student y se muestran como la media + la 

desviación estándar. **p-value˂0.001, ****p-value˂0.0001.  
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Figura 10 Modelo de regulación antagónica entre MSI1 y miR-137.  

En este modelo, miR-137 promueve diferenciación (represión tumoral) por medio de dos vías 

posibles. La primera, a través de inhibir directamente a MSI1 y  la segunda por reprimir la expresión 

de los blancos compartidos con MSI1. Por otro lado, MSI1 tiene un impacto positivo en la expresión 

de las dianas que participan en auto-renovación, proliferación y tumorigénesis.  
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9. DISCUSIÓN 
 

Los miRNAs fueron identificados como reguladores negativos de mRNAs y no se 

sabe con certeza sí su efecto inhibitorio puede ser revertido efectivamente por otros 

factores, como las RBPs. Cientos de RBPs son expresadas en la célula y varias de 

ellas interactúan, al igual que los microRNAs, con el 3’-UTR de los mensajeros y 

regulando así su expresión130. Considerando que los 3’-UTR de los transcritos de 

mamíferos pueden ser tan largos como 10 o más kilobases y pueden asociarse con 

diferentes miRNAs y RBPs, se puede inferir que existe un interacción compleja entre 

estas dos clases de reguladores que interactúan con el 3’-UTR.  

Las RBPs son expresadas en patrones y regiones específicos durante el 

desarrollo cerebral, lo que sugiere que son cruciales en el establecimiento de 

funciones específicas de cada tipo celular 131. Una RBP de particular interés es 

Musashi1, considerada un marcador de células troncales neuronales132. MSI1 

reprime la expresión de doblecortina (dcx), evitando la migración inadecuada de las 

NSCs in vivo 31. MSi1 es regulada por un grupo de microRNAs (34a, miR-101, miR-

128, miR-137 and miR-138) 118, que también participan en la interesante 

intersección de neurogénesis y desarrollo tumoral. Estos microRNAs promueven 

diferenciación neuronal y sufren cambios drásticos en su expresión durante ese 

proceso 91,133,134. 

En GBM, se han reportado bajos niveles de expresión de esos microRNAs 

comparados con tejido normal, y su transfección afecta el fenotipo de las células 

cancerosas 78,98,135–141. Con base en lo anterior, nos preguntamos si existe una 

relación más compleja entre esos microRNAs y MSI1, dada por sus funciones 

antagónicas sobre sus transcritos blancos en neurogénesis y el desarrollo de 

gliomas. Para evaluar lo anterior, obtuvimos de TargetScan 119 las listas de los 

blancos de cada microRNA y la comparamos con la lista de los blancos de MSI1. 

Como esperábamos estos miRNAs comparten un gran número de blancos con 

MSI1, que son estadísticamente significativos, pero miR-137 comparte 141 blancos  

con la RBP de interés. Entre los miRNAs, miR-137 comparte el mayor número de 

blancos con MSI1 y es el único entre el grupo de microRNAs que está altamente 
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conservado entre vertebrados y el género Drosophila (Figura 4A).  Diferentes 

estudios sugieren que miR-137 es una figura importante en la red de regulación de 

los procesos de neuro-desarrollo y cáncer.  

 Con base en lo anterior, decidimos enfocarnos en estudiar cómo la 

interacción de miR-137 y MSI1 impactan en la neurogénesis y desarrollo de 

tumores. En cáncer, miR-137 se ha definido como un supresor de tumor en varios 

tipos de tumores, incluidos los gliomas 76,142–145. En gliomas, los niveles de miR-137 

predicen la sobrevivencia de los pacientes y la transfección del mimic miR-137 

disminuye proliferación, invasión y crecimientos de células de glioma 77,78,97.  

 Para confirmar el papel que desempeñan nuestras moléculas de interés en 

neurogénesis, evaluamos la expresión de MSI1 durante ese proceso. Los 

resultados indican que la expresión de MSI1 disminuye durante la neurogénesis 

(Figura 4B), mostrando un perfil opuesto a lo descrito para miR-137 91,  Además, 

confirmamos que MSI1 se expresa principalmente en la zona subventricular (SVZ), 

donde la auto-renovación y proliferación de las células troncales esta activa, 

mientras que en tejido diferenciado, como el estriatum (STM) donde se han 

encontrado altos niveles de miR-137 91, son bajos (Figura 4C) . Santos et al. 2016 

reportó que la transfección del mimic miR-137 en NSCs disminuye su capacidad de 

auto-renovación y proliferación. Nosotros realizamos un análisis similar con MSI1, 

en el que observamos que el knockdown de MSI1 disminuye la proliferación de 

NSCs comparado con los controles (Figura 4D), e incrementa el número de 

neuronas cuando se induce la diferenciación de las NSCs (Figura 1E). De igual 

manera, el análisis de expresión de muestras de gliomas del The Cancer Genome 

Atlas (TCGA) muestra que MSI1 y miR-137 tienen patrones de expresión opuestos 

y que estos patrones están altamente correlacionados (Figura S1). Estos resultados 

sustentan la hipótesis de que miR-137 podría ser un regulador importante de la 

expresión de MSI1.   

 Para darle mayor fuerza a la observación de que existe una regulación 

antagónica entre MSI1 y miR137, la comparación de los blancos de miR-137 con 

las listas de otras RBPs, como hnRNPH1 y IGF2BP3, reveló que miR-137 tiene un 

mayor número de blancos compartidos con MSI1 comparado con las otras RBPs. 
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Por otro lado, el análisis de expresión de las dianas compartidas MSI1/miR-137 en 

muestras de GBM y glioma de bajo grado (LGG) obtenidas del TCGA y GTEx, 

mostró que la mayoría de los blancos están sobre-expresados en GBM comparado 

con tejido cerebral normal y LGG.  

 La ontología de genes y el análisis de vías mostró que los blancos 

compartidos MSI1/miR-137 preferencialmente participan en diferenciación, 

morfogénesis, desarrollo y migración (Figura 5B, Tabla S4). Además, el análisis de 

redes mostró que la gran mayoría de los blancos están altamente interconectados. 

Los nodos con mayor número de conexiones son SRC, EGFR, NRAs, PDGFRα y 

SP1 (Figura 2C). Curiosamente, estos cinco genes son clave en neurogénesis y 

gliomagénesis. EGFR y PDGFRα son receptores de tirosina cinasa que están 

sobre-expresados en GBM 146. En la zona subventricular, donde la neurogénesis 

persiste hasta la edad adulta, el EGFR contribuye al mantenimiento de células 

progenitoras neuronales (NPC), afectando su proliferación y migración 147. 

Diferentes tipos de isoformas y mutaciones de EGFR se han reportado varios 

tumores 148,149. PDGFRα es necesario durante el desarrollo embrionario, 

particularmente en el desarrollo del cerebro. Ratones que no expresan PDGFRα 

presentan defectos en el sistema nervioso con anormalidades en el tubo neural y 

cerebro150. Por otro lado, se han relacionado los niveles de expresión de PDGFRα 

con el aumento de la proliferación de células de glioblastoma y el mal pronóstico 

para los pacientes 151,152. SRC es miembro de la familia Src (SFKs), interactúa con 

varios receptores de superficie celular incluidos EGFR y PDGFRα 153. Inhibidores 

de SRC se han estudiado en el tratamiento de GBM 154. NRAS, es miembro de la 

familia de proto-oncogenes RAS, es una GTPase que esta frecuentemente mutada 

en tumores y se sabe que promueve proliferación celular e inhibe apoptosis 155. SP1 

es un factor de transcripción que regula la expresión de un gran número de genes 

que están implicados en crecimiento celular, diferenciación, apoptosis y desarrollo 

de tumores. Debido al aumento de su expresión en tumores, se ha propuesto a SP1 

como estrategia terapéutica 156.  

 Continuando con el estudio de los blancos MSI1/miR-137, seleccionamos un 

grupo de dianas (FSTL1, PTGRFN, STC1, CDH6, DCBLD2) con antecedentes en 
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neurogénesis y desarrollo de GBM, y evaluamos por siRNA knockdown su impacto 

en proliferación y diferenciación usando las líneas celulares de GBM U251 y 

neuroblastoma BE-(2)-C, respectivamente. Los experimentos mostraron que la 

ausencia de DCBLD2 y STC1 disminuye proliferación celular, mientras que el 

knockdown de FSRL1 induce diferenciación neuronal. Discoidin, CUB and LCCL 

domain containing 2 (DCBLD2)  es un receptor tirosina cinasa que está altamente 

expresado en varios tumores y está ligado a invasión y mal pronóstico 157–160. 

Stanniocalcin‑1 (STC1) es una glicoproteína secretora que se ha asociado a 

quimioresistencia, metástasis e incremento de la proliferación en varios tipos de 

tumores incluidos cáncer gástrico y colorectal, carcinoma hepatocelular y leucemia 

mieloide 161–164, en glioblastoma esta proteína funciona como estimulador de los 

rasgos de troncalidad de las células 165. Follistatin-like 1 (FSTL1) es una 

glicoproteína implicada en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, cáncer 

y artritis 166. El análisis de estos genes en el TCGA muestra altos niveles de 

expresión en GBM (grado IV) en comparación con los grados II y III. Además, los 

pacientes con GBM que tienen altos niveles expresión de estos genes tienen mal 

pronóstico. En resumen, los resultados anteriores sustentan la hipótesis de que los 

blancos compartidos MSI1/miR-137 están activados en células cancerosas y 

contribuyen a la tumorigénesis.  

Considerando los papeles opuestos de MSI1 y miR-137 en neurogénesis y 

tumorigénesis, esperaríamos que las dianas compartidas estuvieran reguladas en 

direcciones opuestas. Para evaluar lo anterior, elegimos a PDGFRα, una de las 

proteínas con mayor número de conexiones de la red proteína-proteína. MSI1 fue 

inicialmente descrita como un represor de traducción 167, posteriormente se 

demostró su función como activador traduccional y su participación en degradación, 

splicing y poliadenilación de mensajeros 168,169. Uren et al. 2015, reportó que el 

knockdown de MSI1 afecta el perfil del mRNA de PDGFRα en gradiente 

polisomales, sugiriendo que MSI1 incrementa su traducción 34. En apoyo a lo 

anterior, nosotros reportamos que el knockdown de MSI1 produce cambios mínimos 

a nivel de mRNA pero afecta drásticamente los niveles de la proteína PDGFRα 

(Figura 6A). También corroboramos los cambios de los niveles proteicos en células 
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U251 MSI1 KO (Figura S3). Diferentes grupos de trabajo han reportado que MSI1 

regula la expresión de sus blancos a través de la región 3’-UTR 169. El análisis del 

CLIP del 3’-UTR de PDGFRα reportado por Uren et al. 2015, indica que MSI1 tiene 

varios sitos de unión a lo largo del 3’-UTR (Figura 6B). Para evaluar sí MSI1 regula 

a PDGFRα de la misma manera, se co-transfectó el vector que expresa MSI1 con 

reporteros de luciferasa con el 3’-UTR de PDGFRα completo y regiones adyacentes 

del mismo, llamadas R1, R2 y R3. Los ensayos mostraron que la expresión 

transgénica de MSI1 aumenta la actividad de luciferasa cuando se transfecta el 

reportero con el 3’-UTR completo; en el caso de las clonas R2 y R3 se observa solo 

un incremento parcial de la actividad de luciferasa (Figura 6C). Además, 

corroboramos la interacción directa de MSI1 con el 3’-UTR de PDGFRα por medio 

de ensayos de RNA-pulldown. Estos resultados sugieren que la unión de MSI1 a los 

diferentes sitos a lo largo del 3’-UTR es necesario para regular adecuadamente la 

expresión de PDGFRα.  

El 3’-UTR de PDGFRα contiene posibles sitios de unión para varios de 

miRNAs, entre ellos resaltan miR-128 y miR-137, dos reguladores reportados para 

MSI1 118. Por medio de qRT-PCR y Western blot confirmamos que miR-128 y -137 

disminuyen los niveles del mensajero y de la proteína PDGFRα en células de GBM. 

También, validamos la regulación por medio de ensayos de luciferasa, usamos el 

reportero de luciferasa con el 3’-UTR de PDGFRα íntegro y preparamos 

construcciones que carecen de los sitios de regulación de miR-128 y miR-137. Los 

experimentos mostraron una reducción significativa en la actividad de luciferasa 

cuando el reportero con el 3’-UTR integro se co-transfecto con miR-128 o miR-137. 

Para validar la especificidad de unión de miR-128 y miR-137 a los posibles sitios de 

unión identificados, se co-transfeccitaron los miRNAs con los reporteros de 

luciferasa que carecen de los sitios de regulación de los microRNAs observandose 

que miR-128 no fue capaz de inhibir la expresión del reportero, mientras que el 

efecto disminuye en el caso de miR-137, comparados con sus controles 

correspondientes. 

Se podría argumentar que el impacto positivo de MSI1 en la expresión de 

PDGFRα se podría deber a la represión ejercida por miR-128 y -137 sobre sus 
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secuencias diana. Esta posibilidad es muy poco probable ya que típicamente miR-

128 y -137 muestran niveles muy bajos de expresión en GBM. En cualquier caso, 

realizamos ensayos de luciferasa utilizando construcciones que carecen de los 

sitios de unión para miR-128 y -137. La eliminación de los sitios de unión miR-128 

o miR-137 no afectó el efecto positivo de MSI1 en la expresión del vector de 

luciferasa; los valores de la actividad de luciferasa fueron muy similares a los 

obtenidos con la construcción UTR completo (Figura 7).  Los ensayos anteriores 

demuestran que MSI1 y miR-137 tienen efectos antagónicos sobre sus dianas 

compartidas.  

Para probar aún más nuestro modelo antagónico, evaluamos un blancos 

compartidos MSI1/miR-137 por Western Blot. Las células de GBM U251 se 

transfectaron con siRNAs contra MSI1 o miR-137 y los cambios en los niveles de 

proteína se midieron 48 horas después. El tratamiento con siRNAs contra MSI1 o 

miR-137 disminuye la expresión de proteínas, lo que sugiere que la transcripción de 

las dianas es reprimida por miR-137 y activadas por Msi1.  

Para eliminar la posibilidad de que la represión por miR-137 podría depender 

de la inhibición de MSI1, se realizaron experimentos en la línea U251 MSI1 KO 21. 

Las células U251 normales y U251 MSI1 KO fueron transfectadas con el mimic 

control o miR-137, y el impacto de estos sobre los niveles de los mensajeros 

MSI1/miR-137 se evaluó por qRT-PCR. En todos los casos analizados, se observó 

una reducción en los niveles del mRNA por efecto de miR-137, y los niveles de 

represión fueron muy similares entre ambas líneas celulares.  

La expresión ectópica de miR-137 en células de GBM rompe con varios 

fenotipos de las células cancerosas 78,98. Resultados similares se observaron en 

ausencia de MSI1 34. Para dar soporte a nuestro modelo antagónico entre MSI1 y 

miR-137, determinamos que MSI1 es capaz de contrarrestar o disminuir el efecto 

de miR-137 sobre la proliferación y diferenciación celular. Niveles bajos de miR-137  

se han observado en varios tipos de cáncer, incluido glioblastoma, como resultado 

de la hipermetilación de su promotor  76,143,170,171. En este trabajo sugerimos que la 

regulación negativa sobre miR-137 puede ser un evento importante para 
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incrementar al expresión de MSI1 y sus blancos compartidos en células de glioma, 

promoviendo así la troncalidad y la activación oncogénica en la célula.  
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10. CONCLUSIÓN  
 

Estudios recientes han reportado que las RBPs y los microRNAs funcionan 

coordinadamente entre sí para controlar la regulación post-transcripcional. Sin 

embargo, la mayoría de esos trabajos se han centrado en estudiar el efecto 

regulador de las RBP o miRNAs de forma individual o bien evalúan el impacto que 

tienen sobre un blanco en común. En este trabajo, evaluamos el efecto de ambos 

reguladores sobre un grupo de genes blancos comunes. Además, decidimos 

estudiar la asociación MS1/miR-137, debido a que MSI1 es regulado por miR-137, 

el cual es el único entre los miRNAs estudiados que está altamente conservado, lo 

que sugiere que la regulación de MSi1 por miR-137 es un factor clave en el balance 

entre la auto-renovación y la diferenciación celular. Nuestros resultados demuestran 

que MSI1 y miR-137 regulan de forma opuesta la expresión de EGFR, NEFL1, 

NRAS, ECT2 y CDC6, genes importantes en la carcinogénesis. Además, 

demostramos que MSI1 es capaza de neutralizar el efecto anti-proliferativo y de 

disminuir el cremento de neuritas inducidas por miR-137.  

En resumen, concluimos que MSI1 y miR-137 modulan las decisiones del 

destino celular actuando principalmente en una red de genes blanco comunes. En 

nuestro modelo antagónico, miR-137 impulsa la diferenciación (supresión tumoral) 

usando un interruptor doble negativo. Primero, por inhibición directa de MSI1 y 

segundo, reprimiendo la expresión de sus blancos compartidos. Por otro lado, el 

impacto positivo de MSI1 en la expresión de las dianas compartidas es fundamental 

para su función en auto-renovación y proliferación (activación oncogénica). Sin 

embargo, aún es necesario realizar estudios funcionales para identificar a los 

mediadores principales de nuestro modelo de regulación que determinan la 

participación de MSI1 y miR-137 en neurogénesis, auto-renovación y desarrollo de 

tumores cerebrales. 
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11. FIGURAS SUPLEMENTARIAS 
 

 

Figura S 1 Msi1 y miR-137 tienen perfiles de expresión diferentes en gliomas.  

Análisis de co-relación inversa entre los niveles de expresión de MSI1 y miR-137 en gliomas (r=-

0.45, p-value 2.2x10^-26, n=508).  *p-value˂0.05, **p-value˂0.001. 
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Figura S 2 Impacto de los blancos compartidos entre MSI1 y miR-137. 

A) Curvas de crecimiento obtenidas con el sistema de imágenes de IncuCyte. Las células U251 

fueron transfectadas con los siRNAs contra DCBLD2 y STC1 y el siRNA control. El experimento se 

realizó con duplicados biológicos y cuadruplicados técnicos. B) Ensayo de diferenciación celular. Las 

células BE(2)C fueron transfectadas con el control y el siRNA contra FSTL1 y el impacto en la 

diferenciación (crecimiento de neurítico) se midió cinco días después en el sistema IncuCyte. Las 

gráficas muestran el crecimiento de neuronas en cada condición. El experimento se realizó con 

duplicados biológicos y cuadruplicados técnicos. Los datos fueron analizados usando t-Student y 

son presentados como la media + desviación estándar ***p-value˂0.0001. C) Niveles de expresión 

de DCBLD2, STC1, FSTL1 en gliomas (grado II, III y IV). D). D) Gráficas de sobrevivencia de 

pacientes con GBM que expresan DCBLD2, STC1, FSTL1 (alto/rojo vs bajo/azul) del TCGA. Las 

gráficas fueron generadas usando la herramienta GlioVis 127. 
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Figura S 3 Expresión de PDGFRα en células MSI1-Knockout. 

A) Análisis de expresión de las proteínas MSI1 y PDGFRα por Western blot en células U251 MSI-

KO. α-Tubulin fue usada como control de carga. La expresión de PDGFRα es menor en las células 

MSI1-KO comparado con las células control. B) Análisis densitómetrico del Wester blot del panel A. 

Se observa una disminución significativa de los niveles de PDGFRα en las células MSI1-KO. El 

experimento se realizó en triplicados. **p-value˂0.001.  
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Figura S 4 Expresión y purificación de las proteínas GST y GST-Msi1.  

A) Curva de crecimiento de las bacterias BL21/GST-Msi1. La expresión de la proteína recombinante 

GST-Msi1 se indujo la con IPTG 1mM, cuando el cultivo alcanzó densidad óptica (O.D) de 0.6, 

usando como control un cultivo sin inducir. Se tomó 1mL de los cultivos cada 30 minutos de 

incubación para su análisis. B) Curva de inducción de GST-MSI1 con IPTG. La expresión de la 

proteína recombinante GST-Msi1 se analizó en geles de acrilamida teñidos con azul de Coomassie. 

C) Purificación de la proteína GST-Msi1. En los geles se observa la obtención de la proteína GST-

Msi1 (65 kDa). D) Purificación de la proteína GST.  
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Figura S 5 Clonación del 3’-UTR de PDGFRα en el vector pTZ57R/T y transcirpción in vitro.  

(A). Mapa de los vectores 3’-UTR-PDGFRα_R2SENSE/TPZ57R y 3’-UTR-

PDGFRα_R2ANTISENSE/TPZ57R. (B). corrimiento electroforético del corte de los vectores con las 

enzimas BamHI y KpnI. (C). Corrimiento electroforético de los RNA sentido y antisentido sintetizados 

en las reacciones de transcripción bajo condiciones desnaturalizantes.   

 

 

 

Figura S 6 PDGFRα es regulado por miR-128, miR-137 y MSI1.  

A) Análisis de expresión del mRNA (izquierda) y proteínas (derecha) de PDGFRα en células T98G. 

B) Ensayo de luciferasa. El ensayo se realizó con las vectores reporteros que tiene el 3’-UTR de 

PDGFRα integro (WT) y las construcciones que carecen de los sitios de regulación de los microRNAs 

(ΔmiR-128 y ΔmiR-137). Los resultados muestran que el efecto positivo de MSI1 impacta en la 

expresión de PDGFRα independientemente de la presencia de los sitios de unión de los microRNAs. 

Los experimentos se realizaron por triplicado. *p-value˂0.05, **p-value˂0.001. 
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Figura S 7 Análisis de los blancos de miR-137. 

 A-E) Niveles de mRNA EGFR, NEFL1, NRAS, ECT2, CDC2. Para confirmar que el efecto de 

represión de miR-137 sobre los blancos compartidos con MSI1 es directo y no via la inhibición de 

MSI1, se transfectaron células U251 normales y U251 MSI1 KO con el mimic control y miR-137. Se 

evaluó y comparo los cambios en los niveles de expresión de las dianas MSI1/miR-137 por qRT-

PCR. En todos los casos, los niveles de represión por miR-137 fueron muy similares entre ambas 

líneas celulares.  
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