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RESUMEN

El cAncer es un conjunto de enfermedades multifactoriales, en los cuales las
células transformadas son el resultado de alteraciones acumuladas en el DNA.
La proliferacion y la muerte celular son procesos opuestos, pero esenciales
para una célula. El balance entre los procesos de proliferacidon y muerte celular
es critico para el desarrollo normal y para mantener la homeostasis de los
organismos adultos (Guo M. y Hay B., 1999). La alteracién en el proceso de
muerte celular o apoptosis ocurre en parte por proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs) que se encuentran sobre expresadas en diversos tipos de
cancer.

La survivina es un miembro de esta familia que esta implicada tanto en la
regulacion del ciclo celular como en la inhibicibn de la apoptosis. Se han
descrito 5 isoformas de la survivina. Dos de estas variantes generadas por
splicing alternativo fueron descritas por Mahotka y col., en 1999; la survivina-
AEX3 a la que le falta el exdn 3 y la survivina 2B que retiene una parte del intrén
2 como un exon criptico, denominado exdn 2B. Esta isoforma posee un
potencial antiapoptético muy reducido. Badran y col., en el 2004 descubrieron
una tercera isoforma a la cual denominaron survivina 3B. Esta isoforma
comprende 5 exones, pues incluye un nuevo exén 3B, contiene el dominio BIR
intacto el cual es esencial para la inhibicidn de la apoptosis, por o que se cree
qgue la survivina 3B conserva la actividad antiapoptética. En el afio 2005
Caldas y col. identificaron y caracterizaron una nueva isoforma, la survivina 2a.,
la cual consta de 2 exones: exdnl y exdn2, esta proteina co-localiza en el
citoplasma con la survivina y tiene el potencial de atenuar su efecto
antiapoptdtico in vitro.

La eliminacion del exén 3 en el caso de la survivina-AEx3 resulta en un marco
de lectura diferente en el exén 4 y con el dominio BIR truncado. A pesar de
estas modificaciones estructurales, la survivina-AEx3 conserva las propiedades
antiapoptodticas similares a las de la survivina (Mahotka y col.,, 1999). Esta
variante, a diferencia de la survivina tipo tiene una sefial de localizaciéon
nucleolar (NoLS), que es capaz de translocar a la survivina-AEx3 dentro del

nucleolo. Posee una sefial de degradacion la cual es responsable de su rapido



recambio en el nucleolo via proteosoma. Con esta sefial, la proteina es
degradada mucho mas rapido que la survivina (Song y col., 2005). Finalmente,
no actua como una proteina pasajera cromosomal durante el ciclo celular

(Song y col., 2005; Noton y col., 2005).

Estas caracteristicas de la survivina-AEx3 indican que dicha isoforma es una
potente proteina antiapoptdética. Ademas juega un papel muy importante al
contribuir con la progresion del tumor. En el presente trabajo se disefid y
construy6 exitosamente el primer RNA de interferencia especifico para el
silenciamiento de la survivina-AEx3. Mediante esta técnica de inhibicidon post-
transcripcional se evalué el efecto que tiene la proteina en el proceso de
sensibilidad apoptdtica a farmacos atineoplasicos, como es el caso del
etoposido, con este estudio se observd que la carencia de dicha proteina en
las células cancerosas le provee a dichas células cierta resistencia a los
farmacos antineoplasicos que inducen apoptosis mediante el dafio al DNA.
Con esto se concluye que la survivina-AEx3 participa de manera importante en
el proceso de apoptosis inducida por agentes genotdxicos e incluso podria

participar en el fenédmeno de resistencia a dichos farmacos.



INTRODUCCION

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades multifactoriales, en el cual las
células transformadas son el resultado de una serie de alteraciones
acumuladas en el DNA. Estas alteraciones tienen lugar en un grupo de genes,
denominados genes criticos del cancer debido a que su mutacién contribuye
al desarrollo del cancer. Estos genes se clasifican en proto-oncogenes, genes
supresores de tumores y genes de reparacion del DNA; el riesgo de cancer se
produce por un exceso de actividad de su producto génico (ganancia de
funcién) o por su falta de actividad (pérdida de funcién). Ambos tipos de
mutaciones producen efectos parecidos sobre la proliferacion celular y la

supervivencia (Alberts y col., 2002).

La proliferacion y la muerte celular son procesos opuestos, pero esenciales
para una célula. El balance entre los procesos de proliferacion y muerte
celular, es critico para el desarrollo normal y para mantener la homeostasis de

los organismos adultos (Guo M. y Hay B., 1999).

Apoptosis

El término apoptosis fue implementado por primera vez por Currie y sus colegas
en 1972 para describir un tipo de muerte celular que observaban
repetidamente en varios tejidos y tipos celulares con caracteristicas fisiolégicas
y bioquimicas especificas (Kerr y col., 1972). La apoptosis no induce
inflamacion y se lleva a cabo de manera normal para el recambio celular

durante la embriogénesis y en tejidos adultos (Jacobson y col., 1997).

Cuando la célula recibe un estimulo intra o extra celular que la conduce a la
muerte, pierde contacto con las células vecinas y su citoplasma se contrae
provocando asi una disminucién en el tamafo celular (Hengartner M.O., 2000).
Los organelos citoplasmaticos permanecen intactos (Fletcher S., 1994), la

cromatina se condensa manteniéndose alrededor de la envoltura nuclear y se



fragmenta. Finalmente la célula genera vesiculas rodeadas de membrana
plasmatica integra que contienen parte de la cromatina y de los organelos
celulares, estas vesiculas se conocen como cuerpos apoptoéticos (Cohen J.J.,
1993), los cuales exponen a la cara externa de la membrana celular al
fosfolipido fosfaditilserina (FS), ésto es una sefal suficiente para inducir la
fagocitosis de los cuerpos apoptoticos (Fadok V.A. y col., 1992; Martin S.J. y
col., 1995).

La maquinaria enzimatica responsable de los cambios que presenta la célula
durante el proceso apoptdético la constituye principalmente la familia de las

caspasas (Hengartner M.O., 2000).

Caspasas

Las caspasas conocidas también como proteasas de cisteina, cortan a sus
sustratos después de un residuo de aspartato. Estas enzimas son sintetizadas
como zimoégenos dentro de la célula, los cuales necesitan de activacion
proteolitica durante la muerte celular por apoptosis (Riedl S.J. y ShiY., 2004).

Las caspasas apoptoéticas estan divididas en dos clases: las caspasas
iniciadoras que incluyen las caspasas 2, 8, 9y 10 y las caspasas efectoras que

incluyen las caspasas 3, 6 y 7(Riedl S.J. y ShiY., 2004).

Las caspasas efectoras cortan e inactivan proteinas vitales para la célula;
enzimas de reparacidn de ADN como PARP (poli(ADP-ribosa) polimerasa),
proteinas del citoesqueleto (laminina, gelsolina, actina, fodrinas), proteinas del
ciclo celular (Retinoblastoma (Rb), p53, MDM2), asi como el rompimiento del

DNA mediante la activacion de DNasas (Cohen, 1997).

Vias apoptoéticas

Se han descrito dos cascadas o vias de sefalizacion de apoptosis
convergentes, la via extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o
mitocondrial. La via extrinseca se lleva a cabo al momento de recibir una sefal

pro-apoptoética iniciada por un receptor, tal como lo es iniciada por Fas (Apo-



1/CD95). La activacion del receptor en la superficie celular es dada por el
Ligando de Fas (FasL) que induce la trimerizacidn del receptor vy el
reclutamiento de proteinas adaptadoras como FADD (Proteina Asociada a Fas
con Dominio de Muerte), esta proteina posee también un dominio efector de
muerte (DED) mediante el cual interactia con el dominio DED de la pro-
caspasa 8, o pro-caspasa 10 favoreciendo asi su reclutamiento y posterior

activacion (Delhalle y col., 2003) (Fig.1).

En la via intrinseca participan proteinas que son liberadas de la mitocondria. El
citocromo c liberado se une a Apaf 1 (Factor Apoptdtico 1 activador de
proteasas) y a la procaspasa 9 formando un complejo denominado
apoptosoma. Una vez activa la caspasa 9 esta actla sobre varias caspasas

efectoras, como la caspasa 3 (Delhalle y col., 2003) (Fig.1).

A pesar de ser dos vias activadas por diferentes estimulos, la proteina Bid
permite una conexion entre la via extrinseca y la intrinseca. Bid es sustrato de la
caspasa 8 activa, que al ser cortada, se transloca a la mitocondria

permitiendo asi la liberacién de citocromo ¢ (Gross y col., 1999) (Fig.1).

Las vias moleculares que conducen a la muerte celular apoptética estan
altamente conservadas evolutivamente y son controladas por proteinas que
promueven o impiden la muerte celular. Se han descrito varios reguladores de
la apoptosis; la familia de Bcl-2 (Linfoma 2 de Células B), la familia de las IAPs
(Proteinas Inhibidoras de Apoptosis) y la familia de FLIP (Proteinas Inhibitorias de

la Caspasa 8) (Sanchez-Torres y Diosdado, 2003).
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Figura 1. Principales vias de muerte celular en mamiferos (Hengartner
M., 2000).

La evasion a la muerte celular por apoptosis puede deberse a una sobre-
expresidon de proteinas antiapoptdticas, como las proteinas de la familia de
Bcl-2 o de la familia de las IAPs (Delhalle y col.,, 2003) o a la activaciéon
constitutiva de factores de transcripcion, como el factor nuclear-xB (NF-«B),
qgue induce la transcripcidon de proteinas antiapoptéticas y/o proteinas que
suprimen genes proapoptdticos los cuales son determinados por la naturaleza
de los estimulos de muerte asi como por el origen del tejido (Kuhnel F. y col.,
2000).

Proteinas Inhibidoras de Apoptosis (IAPs)

El mecanismo por el cual las IAPs inhiben al proceso apoptdético es inhibiendo
directamente a las caspasas. Las IAPs son las Unicas proteinas endégenas que
regulan la actividad tanto de las caspasas iniciadoras como de las caspasas

efectoras (Liston P. y col., 2003). La familia de estas proteinas se caracteriza por



tener un dominio de alrededor de 70 aminoacidos repetidos en tandem
llamado dominio BIR (Repeticiones de IAPs Baculovirales) (Millar L.K. y col.,
1999). Se han identificado de una a tres copias del dominio BIR en esta familia
de proteinas, este dominio es necesario para la unién a residuos de zinc (Fig.2)
(LaCasse y col., 1998). Algunas |IAPs contienen un segundo dominio que se
encuentra invariablemente en el extremo carboxilo de la proteina, llamado
dominio RING (Anillo de Dedo de Zinc), el cual tiene actividad de ligasa
ubiquitina E3 (Fig. 2).
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Figura 2. Proteinas Inhibidoras de Apoptosis descritas en humanos

Survivina

En 1997, Ambrosini y colaboradores identificaron a un nuevo miembro de la
familia IAP, survivina. Esta proteina, Unica entre las IAPs de mamiferos, contiene
solamente un dominio BIR y le falta el dominio RING en el extremo carboxilo
(Tamm y col., 1998). Es una proteina de vida media corta (tizz = 30min) y su

poliubiquitinacién se encuentra seguida por su degradacioén via proteasoma



(Zhao y col., 2000).

Se ha observado que la sobreexpresidon de la survivina se encuentra asociada
con la inhibicibn de la muerte celular por apoptosis ya sea via intrinseca o
extrinseca (Ambrosini y col.,, 1997; Tamm y col., 1998; Mahotka y col., 1999;
Islam y col., 2000; Zaffaroni y col., 2002). Como es el caso de otras |IAPs, las
interacciones fisicas entre la survivina y las caspasas iniciadoras o efectoras in
vitro han sido reportadas por diversos grupos que demostraron la interacciéon
fisica entre la survivina y la caspasa 3 en estudios in vivo (Tamm y col., 1998;

Kobayashiy col., 1999; Kasof y Gomes, 2001; Li F. y col. en 1999).

La survivina esta altamente expresada durante el desarrollo embrionario en
humanos y parece ser importante en la contribucion de la homeostasis y la
diferenciacion de los tejidos. Sin embargo, el gen se vuelve quiescente en la
mayoria de los tejidos terminalmente diferenciados (Johnson y Howerth, 2004).
La mayoria de los tumores humanos expresan niveles altos de la proteina
survivina, lo que sugiere que ocurre una reactivacion de la expresion del gen
de la survivina en cancer (Ambrosini y col., 1997). Se ha reportado que esta
proteina se expresa en los canceres humanos mas comunes, incluyendo
cancer de pulmén (Monzo y col., 1999), mama (Tanaka y col., 2000), colon
(Kawasaki y col., 1998), estdbmago (Lu y col., 1998), es6fago (Kato y col., 2001),
pancreas (Satoh y col., 2001), vejiga (Swana y col 1999), utero (Sayito y col.,
1999), ovario (Yoshida y col., 2001), higado (lto y col., 2000),asi como también
en linfomas no-Hodgkin de alto grado en donde es un factor de mal

pronostico (Ambrosini 'y col., 1997).

Survivina y el ciclo celular

La survivina esta implicada en la regulacion del ciclo celular. Se expresa en las
células durante la fase G2/M del ciclo celular, continuando con una
disminuciéon del RNA mensajero y de los niveles de proteinas en la fase G1

(Zhao y col., 2000).



La fosforilacion de la survivina en la Thr34 por p34cdez/ciclinaBl se ha visto
asociada con el aumento en la estabilidad de |la survivina durante la metafase
(O"Connory col., 2002).

En etapas tempranas de la mitosis la survivina se localiza en los centrémeros
(Fig. 3a), al disociarse la envoltura nuclear en la prometafase la survivina
permanece en los centrdmeros unida a un nuevo eje para-polar (Fig. 3b), en la
metafase los cromosomas se alinean en la placa ecuatorial y la survivina se une
a los cinetocoros (Fig. 3c), durante la anafase la survivina se puede ver en la
region media de la placa, mientras los cromosomas migran hacia los polos (Fig.
3d), en la telofase la survivina se localiza en los residuos del aparato mitético
(Fig. 3e) y finalmente en la citocinecis la survivina se localiza en la parte media

del surco (Fig. 3f)(Caldas y col., 2005).

Figura 3. Localizacién subcelular endégena de la expresidbn de la
survivina durante el ciclo celular. Se puede observar la survivina en rojo
y la tubulina en verde. La survivina se excluye del nacleo en la fase G2
del ciclo celular. (Caldas y col., 2005).

En el ciclo celular, existe una cascada de sefializacibn denominada
“checkpoint del huso”, en donde se monitorean las interacciones entre los

cinetocoros de los cromosomas y los microtubulos del huso mitético, para



prevenir una separacidon precoz de las cromatidas hermanas (Kallio y col.,
2001).

Aurora B es la primera proteina que es implicada como un regulador de la
unién bipolar de los microtubulos del huso a los cinetocoros. Aurora B es una
cinasa que regula la segregacion de los cromosomas y la citocinesis. Existe
evidencia de que Aurora B se encuentra fisicamente asociada con la proteina
interna del centrémero (INCENP) en la mitosis y que tiene interacciones con la
survivina, asociandose a la survivina como una proteina pasajera cromosomal

(Bolton y col., 2002).

El complejo pasajero cromosomal es el término inicialmente utilizado para
describir a cierto numero de proteinas que poseen una localizacidn
caracteristica durante la mitosis. Son proteinas involucradas en la coordinacién
de los eventos cromosomales y del citoesqueleto durante la mitosis. Dichas
proteinas pasajeras estan presentes en las células como un complejo con al
menos cuatro miembros: Aurora B, INCENP; survivina y borealina. Conforme la
mitosis progresa, este complejo se mueve en una serie de locaciones del huso
mitotico de la célula, la cinasa va activando una serie de sustratos clave en el
lugar y tiempo especificos. Las funciones que lleva a cabo un complejo
pasajero cromosomal a través de su actividad incluyen modificaciones de la
cromatina (fosforilacién de la histona H3), correcciéon de los errores de unién al
cinetocoro, aspectos del “checkpoint del huso” en la mitosis, asi como el
ensamblaje de un huso bipolar estable y el cumplimiento de la citocinesis. De
tal manera que el complejo pasajero cromosomal provee un mecanismo

esencial para la regulacion mitética (Vagnarelli y col., 2004).

Isoformas de la Survivina

Se han descrito 5 isoformas de la survivina. Mahotka y col.,, en 1999,
describieron dos de estas nuevas variantes generadas por splicing alternativo;
la survivina-AEx3 a la que le falta el exén 3 (118pb) y la survivina 2B que retiene

una parte del intrén 2 (69pb) como un exén criptico, denominado exén 2B,



esta isoforma posee un potencial antiapoptdtico muy reducido (Mahotka y
col., 1999). La eliminacién del exén 3 en el caso de la survivina-AEx3 resulta en
un marco de lectura diferente y con el dominio BIR truncado; a pesar de estas
modificaciones estructurales, la survivina-AEx3 preserva las propiedades

antiapoptdticas similares a las de la survivina (Mahotka y col., 1999) (Fig. 3).

La survivina tipo y la survivina-AEx3 han sido las isoformas mas estudiadas. La
survivina DeltaEx3 a diferencia de la tipo tiene una sefial de localizacién
nucleolar (NoLS) que es capaz de translocar a la survivina-AEx3 dentro del
nucleolo, posee una sefial de degradacion la cual es responsable de su rapido
recambio en el nucleolo via proteasoma, con esta sefial la proteina es
degradada mucho mas rapido que la survivina; estas dos caracteristicas
parecen requerirse para que esta isoforma preserve su funcidén antiapoptética
(Song y col.,, 2005) y finalmente, no actia como una proteina pasajera

cromosomal durante el ciclo celular (Song y col., 2005; Noton y col., 2005).

Badran y col.,, en el 2004 descubrieron una tercera isoforma a la cual
denominaron survivina 3B, esta isoforma comprende 5 exones, pues incluye un
nuevo exén 3B de 165pb derivado de una porcidn del intrédn 3, contiene el
dominio BIR intacto el cual es esencial para la inhibicién de la apoptosis, por lo
que se puede creer que la survivina 3B conserve la actividad antiapoptoética
(Badran y col., 2004), por otro lado carece del dominio de cola enrollada en el
carboxilo terminal, necesario para la interaccién con la tubulina, sugiriendo asi
que esta isoforma no se encuentra asociada con la fase G2/M (Badran y col.,
2004) (Fig. 4).

En el 2005 Caldas y col. identificaron y caracterizaron una nueva isoforma, la
survivina 2o, la cual consta de 2 exones: exénl y exén2, co-localiza en el
citoplasma con la survivina y tiene el potencial de atenuar el efecto
antiapoptdtico de la survivina in vitro. Esta proteina de 74aa contiene un
dominio BIR truncado y carece del carboxilo; dichas caracteristicas
estructurales predicen que la survivina 20 no posee propiedades

antiapoptdticas (Caldas y col., 2005) (Fig. 4).



Las diferentes isoformas de la survivina poseen distintas localizaciones
subcelulares, tanto la survivina tipo como la survivina 2B se encuentran en el
citoplasma, mientras que la survivina-AEx3 se encuentra localizada en el
ndcleo, ésta Ultima al poseer una sefal de localizacion mitocondrial se cree
gue pudiera pertenecer a la poza subcelular mitocondrial (Mahotka C., y col.
2002). Se ha visto que la survivina 2o co-localiza en el citoplasma con la

survivina (Caldas y col., 2005).
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Figura 4. Isoformas de la survivina. El transcrito de la survivina tipo con 4 exones, la
survivina 2B con un exén adicional (exén 2B) insertado entre los exones 2 y 3, la
survivina Delta-Ex3, con una pérdida del exdn 3, la survivina 3B con un exén3B
insertado entre los exones 3 y 4 (Badran y col., en 2004) y la survivina 2o que s6lo

posee el exdn 1y 2. (Caldas y col. 2005).



Dimeros de la survivina

La estructura de la survivina forma dimeros inusuales en forma de lazos, las
hélices del carboxilo terminal contienen grupos hidrofébicos con el potencial
de formar interacciones proteina-proteina. La inusual forma y dimensiones de
la survivina sugieren que sirve como un adaptador a través de sus extensiones

hélices alfa (Chantalat y col., 2000; Verdecia y col., 2000).

Estudios recientes reportaron que la survivina 2B y la survivina-AEx3 pueden co-
inmunoprecipitar con la survivina tipo, al ser transfectadas transitoriamente en
las células. Esto demuestra que las variantes generadas por splicing alternativo
de la survivina pueden heterodimerizar entre ellas (Caldas y col., 2005). Por otro
lado Noton y colaboradores confirmaron estos hallazgos para la survivina 2B en
estudios realizados in vivo y demostraron por primera vez en estudios in vitro
gue las isoformas survivina 2B y la survivina-AEx3 interactian directamente con

la survivina tipo (Noton y col., 2005).

Se ha hipotetizado que la survivina 2B actia como un antagonista natural de
la survivina a partir de la union competitiva de los patrones heterdlogos de
interaccidon o mediante la formacion de transcritos inactivos de survivina
(Mahotka y col., 2002). Por otro lado la disminucién de la survivina 2B puede
debilitar su funcién antagonista con respecto a la survivina, y mas aun, puede
permitir la generacion de mas transcritos de survivina y/o de survivina-AEx3
debido a que las tres variantes producidas por splicing alternativo de la
survivina provienen de un mismo pool precursor de RNA heterogéneo nuclear
(RNAhN); por lo tanto un decremento en la survivina 2B pudiera resultar en el

desarrollo, invasion y anaplasia del carcinoma (Meng y col., 2004).

Survivina y Cancer

Una de las caracteristicas clinicas significativas de la survivina es su distribuciéon
diferencial en muchos tipos de canceres comparado con su limitada expresidon
normal en tejidos bien diferenciados. La sobre-expresion de la survivina se

encuentra consistentemente asociada con los tipos de tumores mas agresivos



y con un pobre prondéstico en relacion a los tumores que poseen una expresion
menor o bien que son negativos para survivina, por ejemplo, la mucosa oral
normal y piel son negativos para la survivina; en contraste con el 56% y 64% de
los carcinomas orales y carcinomas cutaneos escamaosos que son positivos a la

survivina (Muzio y col., 2001).

Considerando lo anterior, se han realizado estudios en pacientes con cancer
tratando de identificar a la proteina survivina para asi proveer un marcador
temprano de cancer. Se han detectado anticuerpos dirigidos contra la
survivina en el suero de pacientes con cancer de pulmoén, cancer colorectal
(Rohayem y col., 2000) y en cancer gastrointestinal (Yagihashi y col., 2001)
mostrando asi que la alta prevalencia de anticuerpos anti-survivina hace que
la survivina sea considerada uno de los mayores antigenos cancerosos y que
estos anticuerpos anti-survivina puedan ser un nuevo marcador para el

diagndstico por lo menos en estos tipos de canceres (Rohayem y col., 2000).

Isoformas y Cancer

En cuanto a la expresion de las isoformas de la survivina en el cancer, se ha
investigado la presencia de la survivina y la de la survivina 2B en
neuroblastoma (NBL). Se encontraron altos niveles de expresion del RNAmM de
la survivina, los cuales estuvieron asociados principalmente con estadios
avanzados de NBL. En cuanto a la expresion de la survivina 2B los niveles fueron
bajos y estuvo presente en los NBLs de prondstico favorable, sugiriendo asi que

aumenta la muerte celular programada (Islam y col., 2000).

En estudios mas recientes se encontré que la alta expresidon de la survivina y de
la survivina-AEx3 se encuentra preferencialmente expresada en tumores
cerebrales malignos y gliomas, mientras que la survivina 2B se encuentra

mayormente en tumores benignos (Yamada y col., 2003).

En el carcinoma renal, se encontr6 que todas las muestras analizadas
expresaron survivina-AEx3, survivina 2B y survivina, siendo esta Ultima el

transcrito dominante. No se encontraron diferencias significativas en los niveles



de expresidon de la survivina y la survivina-AEx3, pero se observé un decremento
en la expresidon de la survivina 2B en los estadios mas avanzados (Mahotka y

col., 2002).

Krieg y col, analizaron carcinomas gastricos de diferentes subtipos histolégicos,
grados y estadios. Compararon los estadios I+l con llI+lV, y observaron que
mientras la expresion de survivina y de survivina-AEx3 permanece inalterable,
existe un decremento de la expresidn de survivina 2B conforme avanzaban los
estadios (Krieg y col., 2002). Otro estudio realizado por Meng y colaboradores
realizado en el 2004, en cancer gastrico, se demostré también que los niveles
de expresion del RNAm de la survivina son de gran valor para el prondéstico,
sugiriendo que la participacion de la survivina 2B en el desarrollo del cancer
gastrico es de gran importancia ya que sus niveles de RNAm correlacionan de
manera negativa con el estadio del tumor, el tipo histolégico y asi como la
invasion del tumor; mientras que la survivina-AEx3 mostré6 una correlacion

negativa entre el indice apoptdético y su nivel de expresion.

En el 2003 O’Driscoll y colaboradores reportaron que tanto la survivina, la
survivina-AEx3 y la survivina 2B estan presentes en cancer de mama con un
porcentaje de 68, 55 y 9.4% respectivamente, encontraron que las tres
isoformas se detectaron en una proporcion alta en carcinomas. Los RNAm de
la survivina, survivina 2B y survivina-AEx3 fueron detectados en niveles bajos en
tejido de mama normal, comparado con los carcinomas primarios. Sin
embargo, se encontré una débil relacién inversamente significativa entre la
survivina-AEx3 y el tamafio del tumor, asi como el nimero de nddulos

metastasicos (Ryan B., y col. 2005).

En estudios realizados en cancer cérvicouterino, la survivina y sus isoformas no
fueron detectadas en tejido cervical normal, en contraste con la
sobreexpresion observada en las muestras de cancer. En este estudio no se
encontré una asociacion entre la expresion de la survivina y el estadio clinico,
histologia o el estadio menopausico. Se encontré que en los pacientes con los
tumores de adenocarcinoma mas agresivos clinicamente expresaban altos

niveles de survivina 2B y de survivina-AEx3 (Espinosa M. y col., 2006).



Estudios obtenidos en muestras de pacientes pediatricos diagnosticados con
meduloblastoma se evalud la expresibn de las isoformas de la survivina,
survivina 2B y survivina-AEx3 y se encontré que la survivina tipo es la isoforma
expresada en mayor cantidad, seguida por la survivina 2B y finalmente por la
survivina-AEx3 la cual de cierta forma se encuentra altamente expresada en
comparacion con el cerebelo humano normal; en este estudio se demostro
qgue los niveles de expresion de la survivina correlacionan con un mal
prondstico y funcionan como marcador de morfologia tumoral y de resultado

clinico (Fangusauro y col., 2005).

Clinicamente, se ha investigado la distribucion subcelular de la expresion de la
survivina y sus isoformas pues al parecer puede llegar a ser un factor crucial
para su funcién en las células tumorales. Se ha observado que la deteccion
inmunohistoquimica nuclear de la survivina de las células tumorales se
encuentra relacionada con un pronéstico favorable en pacientes con
carcinoma gastrico (Okada y col., 2001), cancer de mama (D"Amico y col.,
2001; Kennedy y col., 2003), cancer de vejiga (Lehner y col., 2002) y
osteosarcoma (Trieb y col., 2003), mientras que la deteccién de la proteina en
el citoplasma de las células tumorales en estos reportes no demuestra un factor
pronéstico. En contraste con estos estudios, se encontré6 que la survivina
nuclear se encuentra asociada con caracteristicas clinicas desfavorables y un
pobre prondstico en malignidades de es6fago (Grabowski y col., 2003), en
linfoma del manto celular (Martinez y col., 2004) carcinoma de pulmén de
células no pequefias (Shinohara y col., 2004); estas diferencias en el prondstico
con respecto a la distribucibn de la survivina nuclear entre los diferentes
estudios es probablemente tumor-especifico (Shinohara y col., 2004). En otros
estudios en los que analizaron los niveles de la survivina o bien la expresién de
la proteina en el citoplasma de las células cancerosas, se encontrd
relacionada la distribuciébn subcelular en el citoplasma con un pobre
pronostico en varios tipos de canceres, entre ellos, linfomas de células B (Adida
y col., 2000), carcinoma colorectal (Sarela y col.,, 2000), neuroblastoma
(Azuhata y col., 2001), cancer gastrico (lkeguchi y col., 2002), carcinomas de

células escamosas de eséfago (Kato y col., 2001), cancer colorectal (Kawasaki



y col., 1998), carcinoma de vejiga (Ku y col., 2004), carcinoma de pulmén de
células no pequefias (Monzo y col., 1999), y en tumores epiteliales de ovario
(Sui y col., 2002). En un estudio realizado por Ponnelle y colaboradores en el
afio 2005, proveen una posible relacion entre una mejor tasa de sobrevivencia
de los pacientes ligada a la expresion citoplasmatica o nuclear de la survivina,
asi como al potencial apoptoético de sus isoformas producidas por splicing

alternativo.

Inhibicién de la Survivina

Considerando que la apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular
inducida por diversos agentes anticancerosos y de radiacion ionizante; el
papel de la survivina es considerado un posible blanco para determinar la
quimio y radio sensibilizacion de las células tumorales, asi pues, desde que la
survivina se ha visto asociada con los microtlbulos y el huso mitético, es posible
que esta proteina pueda especificamente contribuir a la respuesta de las
células frente a agentes que interactiuan con los microtubulos. (Zaffaroni y col.,
2005).

Otro punto importante es su capacidad para participar en la inhibicion de la
muerte celular por apoptosis, asi como en la regulacién del ciclo celular y por
lo tanto el hecho de inhibirla radica en que el crecimiento del tumor seria
inhibido, a través del incremento de la apoptosis y del aumento en la
sensibilidad de las células tumorales tanto a los agentes quimioterapeuticos

como a la radiacion (Altieri, 2003).

Recientemente se han realizado estudios utilizando diversos antagonistas
moleculares dirigidos contra la survivina, incluyendo oligonucleétidos
antisentido, ribozimas, RNA de interferencia y dominantes negativos para
lograr su inhibicién. Con ayuda de oligonucleétidos antisentido de la survivina,
se ha observado que las células que tienen bajos niveles de survivina son mas
sensibles a la quimioterapia (Mei y col.,, 2001; Olie y col.,, 2000). Asi pues,
reduciendo la abundancia del RNAmM de la survivina en células de

adenocarcinoma de pulmon se observa una disminucion en la proliferacion



celular de forma dosis-dependiente asi como un aumento en la apoptosis, en
este mismo experimento se realizaron ensayos de quimio-sensibilidad,
indicando que una disminucién en la survivina potencia la sensibilidad de las
células a los agentes antineoplasicos (Olie y col., 2000). De esta manera, se ha
sugerido que la survivina puede actuar como un factor inducible de resistencia

a la radioterapia y/o quimioterapia, en células de cancer.

Otra estrategia alternativa es el desarrollo de ribozimas dirigidas contra
diferentes porciones del RNAmM de la survivina, y se observé un aumento en la
apoptosis inducida por diversos agentes como lo es el cisplatino, topotecan y
la radiacion, en lineas celulares de melanoma (Pennati y col., 2002, 2003 y
2004).

Uno de los aspectos importantes a considerar en la construccidon de
dominantes negativos de la survivina, es su sitio de fosforilacion en la Thr(34)
puesto que tiene implicaciones importantes para entender su potencial en la
regulacion del ciclo celular, con la mutacién en la Thr34 en Ala se elimina el
sitio de fosforilacion de la ciclina dependiente de cinasa p34 <d<2, Mesri y col.,
construyeron un adenovirus que posee la survivina mutante Thr(34)-->Ala; la
infeccion con este adenovirus causd apoptosis espontanea en lineas celulares
de cancer de mama, cérvicouterino, prostata, pulmén y colorectal. En
contraste, este adenovirus no afecté la viabilidad de células humanas
normales en proliferacion. Grossman y col.,, en 1999 fueron los primeros en
demostrar que la transfeccion de células de melanoma con la survivina
mutante (Cys(84) -->Ala), defectuosa en su fosforilacion aument6 la muerte
celular inducida por cisplatino y disminuyé la tasa del crecimiento tumoral en
lineas celulares de melanoma. Recientemente Tu y col., en el 2005 mostraron
una terapia basada en la utilizaciéon de vectores virales en un modelo in vivo,

observandose la inhibicidn de la angiogénesis y del crecimiento tumoral.

Tanto la expresion selectiva de la survivina como su funcién antiapoptoética,
provee el uso de esta molécula como posible marcador diagnéstico, asi como
un potencial blanco para el tratamiento del cancer (Zaffaroni y Daidone,
2002).



RNA de Interferencia

El silenciamiento por RNA de interferencia (RNAI), es una respuesta biolégica
conservada en diferentes organismos multicelulares, la cual media la
resistencia a acidos nucleicos patégenos y regula la expresion de genes que

codifican proteinas (Hannon y col., 2002).

Esta técnica se basa en un silenciamiento génico post-transcripcional muy
eficiente basado en la degradacion de RNA mensajeros especificos por medio
de pequefios RNAs de 21-23 nucledtidos (Hannon, y col., 2002). En la célula, un
RNA de doble cadena (RNAdc) es reconocido por una maquinaria que
comienza con una ribonucleasa RNasa |l denominada Dicer, esta enzima
corta RNAdc generando pequeiios RNA de interferencia (SiRNAs) los cuales
son RNAs duplex de aproximadamente 22 nucledétidos, con 2 nucledtidos 3°
overhang (que sobresalen o cuelgan) y el extremo 5 fosforilado (Zamore,
2000); ésta conformacion es necesaria para que el siguiente componente de
la maquinaria los reconozca y pueda continuar el proceso de silenciamiento
génico. A continuacion, estos siRNAs son incorporados a una hucleasa
multicomponente efectora llamada RISC (Complejo de Silenciamiento
Inducido por RNA), la cual deshebra a los siRNAs por medio de una helicasa,
con el siRNA de una sola hebra en conjunto con el RISC reconoce y destruye
RNAmM blanco secuencia-especifico (Hammond, 2000). La destruccion del
RNAmM blanco es por un corte endonucleolitico generado por una
endoribonucleasa que soélo ocurre en la region homaologa al siRNA, este RNAmM
ya cortado es degradado por completo mediante la accién de

exoribonucleasas (Hannon, 2002)(Fig. 5).

Por otro lado, una vez formado el complejo RISC con el siRNA de una séla
hebra puede reconocer al RNAm blanco y utilizarlo como molde para
amplificar la sefial interferente, convirtiéndolo en RNA de doble cadena
(RNAdc) con ayuda de una RNA polimerasa dependiente de RNA(RdRp), la
cual utiliza un siRNA primario como iniciador para sintetizar la cadena
complementaria y asi generar nuevamente RNAdc de mayor tamario, el cual

es degradado por la enzima Dicer generando asi siRNA secundarios y



amplificando asi el fenédmeno de interferencia, lo cual aumenta la efectividad

del sistema (Déctor y col., 2004) (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema del silenciamiento génico mediado por ARN de
interferencia (Mittal y col., 2004).



Actualmente el RNA de interferencia ha sido desarrollado como una
herramienta muy util para determinar la funciéon de un gen en particular,
mediante la inhibicidbn de la expresion de genes blanco, con respecto a las
estrategias convencionales presumiblemente por el hecho de que es un

proceso natural.



OBJETIVOS

General

Determinar el efecto que tiene el RNA de interferencia dirigido contra la

survivina DeltaEx3 en células de cancer

Particulares

1) Determinar la expresion de la survivina y sus isoformas en lineas de

cancer

2) Inhibir el RNAmM de la survivina DeltaEx6n3 en lineas de cancer con la

técnica de RNA de interferencia.

a) Disefiar el RNAI dirigido contra la survivina DeltaExén3

b) Construir el vector con el RNAI para la survivina DeltaExén3

c) Comprobar el efecto inhibitorio y su especificidad del RNAI

dirigido contra la survivina DeltaExébn3 en lineas celulares de

cancer (HeLa y Sw48)

3) Analizar si la inhibicibn de la isoforma DeltaEx6n3 de la survivina

aumenta la sensibiidad a apoptosis inducida por farmacos

antineoplasicos.



DISENO METODOLOGICO

Lineas Celulares

Hela. Linea celular derivada de adenocarcinoma de cérvix (Numero: ATCC
CCL-2). Se ha reportado que esta linea celular contiene el virus del papiloma

humano tipo 18.

SW48. Linea celular derivada de adenocarcinoma colorectal (NUumero: ATCC
CCL-231).

Cultivo Celular

Las lineas celulares fueron cultivadas en monocapa en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 5%(v/v) de Suero Fetal

Bovino (SFB). Se incubaron a 37°C en una atmoésfera con 5% de COz2 (v/v).

Viabilidad Celular

Las células Sw48 y HelLa fueron sembradas en placas de 48 pozos a 80% de
confluencia y expuestas a distintas concentraciones de los farmacos
antineoplasicos para determinar el IC50. Las concentraciones utilizadas con la
estaurosporina fueron 100nM, 200nM y 300nM se incubaron durante 24 h 'y con
el etopdsido, las concentraciones que se utilizaron fueron 50uM, 90uM y 120uM

se incubaron por 48 h.

Cristal Violeta

Las células se lavaron con PBS 1X, se fijaron con etanol al 70% a -20°C por 10

min. y se tifleron con Cristal Violeta (0.1% en agua). Las células tefidas se



solubilizaron en Acido acético al 33%. La absorbancia se determind en el lector

de Elisa a 570nm. Este analisis se llevé a cabo por triplicado.

Extracciéon de RNA total

1 X 106 de células HeLa y Sw48 se homogenizaron en trizol, se agrego
cloroformo, se centrifugaron y la fase acuosa se precipité con un volumen de
isopropanol. El botébn se lavé con etanol y se disolvi6 en agua/dietil
pirocarbonato. La pureza se comprobd con la relacion 260/280 y la integridad

en geles de agarosa.

Sintesis de DNA complementario

La sintesis se hizo a partir de 1 ug de RNA total usando hexameros al azar, y la
enzima transcriptasa reversa termoestable de la siguiente manera: 1 pg de
RNA total se desnaturaliz6 a 65°C durante 5 min., se agregaron hexameros
sintetizados al azar, deoxinucledtidos y enzima transcriptasa reversa en el
buffer adecuado. Se incub6 por 50min a 50°C, la reaccién se par6 a 85°C y se

incubd durante 20 min. a 37°C con RNAsa H.

La expresion del RNA mensajero se normalizd con la expresion de la
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se utilizé un programa de
densitometria, par obtener unidades arbitrarias de area y de intensidad de
cada una de las bandas. Las bandas se normalizaron de acuerdo a la

intensidad de |la expresiobn de GAPDH y de acuerdo a cada gel.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa, semicuantitativo (PCR)

El DNA complementario (cDNA) sirve como templado en la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Los componentes de la PCR en adicién al
cDNA, incluyen deoxinucledtidos (dNTPs), buffer, enzima DNA polimerasa
termoestable y primers especificos para el gen de interés. El cDNA es
amplificado exponencialmente por medio de ciclos de desnaturalizacién,

alineacion y extension.



Las condiciones para este ensayo son: 5ul de Buffer 10x (1x), 1ul de
deoxinucledétidos 10 mM (0.04 mM), 0.25ul de polimerasa Amplitaq (5U/ul), 2ul
de primers 1nM/ul (10picoM) y 3ul de MgClz25mM (1.5 mM).

En la amplificacion del cDNA de los diferentes genes, se utilizaron oligos

especificos para cada uno, como se describe a continuacion.

SURVIVINA:
Sentido 5 CGATGATITCATGAGTGCGTCAACGTIGC 3

Antisentido 5"AGCCCTCTAGAGITTGCCTCGCTGCATTIGCA 3

SURVIVINA 2B:
Sentido 5’ CCAGTTGGACGGATGATCCGAG 3’
Antisentido 5° CTGGACCGTTICGTCGCACCTT 3’

SURVIVINA 3B:
Sentido 5’ AGTGACCGACTGTGAGCACCAGAAT 3’
Antisentido 5’ ATTGATGGTATCCTTAGCCGGTCTC 3’

SURVIVINA DELTAEXONS:
Sentido 5’ ATGACCGTATGCACAGTACGACTGACA 3’
Antisentido 5 AATCGCGAATCAAGCCAGCAATGA 3

GAPDH:
Sentido 5' CCCCTTCATTGACCTCAACT 3
Antisentido  5' TTGTCATGGATGACCTTGGC 3

Los productos en fase logaritmica se analizaron en geles de agarosa y se
tineron con Bromuro de Etidio. La intensidad de la banda se cuantific6é por

densitometria.



Disefio del RNA de interferencia dirigido contra la Survivina DeltaExén3

Se disefid un RNAI para la survivina DeltaExdn3 con una secuencia especifica
de 21 a 23 nucledétidos aproximadamente entre el exdn2 y el exdén4. La
secuencia encontrada se analiz6 por BLAST (por sus siglas en inglés Basic Local
Alignment Search Tool) para asegurarse que no tenga secuencias homologas
con otros genes. Esta secuencia no posee sitios de restriccion para alguna

enzima.

Alineacion de oligos para el RNA de interferencia

Para realizar la alineacion de los oligos, cada par de oligos se incubaron en el
buffer de alineacién por una noche a 54 °C. Se comprobdé la adecuada

alineacion en un gel de acrilamida.

Primer par de oligos
Survivina la, CCGGACGACCCCAGCAAAGGAAAA 'y Survivina 1b,
CTAGTTTTCCTITGCTGGGGTCGT

Alineacion Inserto 1
5" CCGGACGACCCCAGCAAAGGAAAA 3
3 TGCTGGGGTCGTTTCCTTTTGATC 5

Al alinearse los oligos se forman los sitios para las enzimas Age | y Spe |
Segundo par de oligos

Survivina 2a, CTAGTTTTCCTITGCTGGGGTCGTCCGGTTTTTICTGCA y Survivina 2b,
GAAAAACCGGACGACCCCAGCAAAGGAAAA

Alineacion Inserto 2

5 CTAGTTTTCCTITGCTGGGGTCGTCCGGTTTTICTGCA 3

3 AAAAGGAAACGACCCCAGCAGGCCAAAAAG 5

El segundo inserto tiene los sitios para las enzimas Spe | y Pst |



Digestiones con enzimas de restriccion especificas

Las digestiones se realizaron con 5ug de DNA, con las enzimas
correspondientes, Age |, Spe | y Pstl en los buffers adecuados. Se incubaron por

3 horas a 37°C.

Purificacién del vector

La purificacion se realizd con el Kit QIAEX Il de Qiagen. Los productos se
purificaron de un gel de agarosa con particulas de silica que optimizan la
recuperacion de fragmentos de DNA. Todas las impurezas que no son acidos
nucleicos como es el caso de la agarosa, proteinas, sales y el bromuro de
etidio son removidas durante los pasos en los que se llevan a cabo los lavados
con un buffer que es alto en sales y elimina los residuos de agarosa, por otro
lado se lava con un Buffer que contiene etanol y eficientemente remueve los
contaminantes de sales. El pellet se deja secar y finalmente el DNA puro es

diluido en 20ul de buffer Tris 0 agua.

Ligacion

Se realizaron ligaciones con las relaciones 1:1 y 1:3, utilizando 100 ng de vector
y la cantidad correspondiente del inserto. Las ligaciones se incubaron toda la
noche a 16°C con la enzima DNA ligasa T4 (Kit Rapid DNA Ligation and

transformation).

Transformacion

Para la transformacion se utilizé el Kit TransforAid™ Bacterial Transformation Kit
#K2711 de Fermentas. Se utilizaron bacterias Escherichia coli DH5alfa. Se
crecieron en medio C el cual permeabiliza la membrana de las bacterias para
facilitar la insercion del plasmido por dos horas a 37°C con movimiento. Las
ligaciones se incubaron con las bacterias DH5alfa. Se plaqued en placas de

medio LB agar/ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche.



Amplificacion del plasmido, MaxiPREP (CTAB)

Las colonias seleccionadas se crecieron en medio LB con ampicilina por 12

horas a 37°C en movimiento.

Del precultivo se inocularon 200ul en un matraz con 50 ml de medio LB con
ampicilina. El cultivo se dejé toda la noche a 37 °C en movimiento, hasta

alcanzar una absorbancia de ODeoo = ~ 0.6.

Posteriormente se centrifugd el cultivo de bacterias y al paguete celular se le
afadio la solucioén de lisis alcalina | la cual contiene glucosa 50mM, TrisCl 25mM
pH 8 y EDTA 10mM pH 8 para resuspender el botén de bacterias.
Posteriormente se le afiadio la solucion de lisis alcalina Il la cual es preparada
al momento con NaOH (0.2N) y SDS (1%), ésta es para permeabilizar y romper
las membranas. Posteriormente se le adiciond la soluciéon Ill, que contiene
acetato de potasio 5M y acido acético glacial para neutralizar y evitar que las
membranas se sigan rompiendo. Se centrifugaron nuevamente y al
sobrenadante se le adicion6é 0.6 volimenes de isopropanol, el botdén se
resuspendid en el volumen apropiado de agua o TE pH 8. Se afiadio LiCl 4M, se
centrifugd y el sobrenadante se precipitd con isopropanol. El botén se
resuspendié en agua y se incubé con RNasa. Se le adicion6 CTAB 5% y se
resuspendié en NacCl 1.2M. Finalimente, el botén se lavd con etanol al 70% y se

resuspendié en TE.

El plasmido se calenté a 50°C en bafio maria durante 5min. Se cuantificé con

el espectofotémetro y la pureza se comprobd con la relacién 260/280.



Transfeccion

Se sembraron 1 X 108 de células Sw48 y Hela en cajas de 60mm y se
transfectaron las células con 1lug/ul del vector pIRES-GFP utilizando Escort
(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del protocolo, para asi poder
determinar una eficiencia de transfeccion adecuada, una vez obtenida una
eficiencia del 40% en células HelLa y del 70% en células SW48, se procedid a
transfectar las células con 1lug/ul del vector pGEM-T-Easy en el cual esta
clonado el promotor U6 (vector vacio) asi como del vector pGEM-T-Easy en el
cual se encuentra clonado el RNAI dirigido contra la survivina DeltaExén3 bajo

el control del promotor U6.

Sensibilidad a farmacos antineoplasicos

Se sembraron 6 X 103 células Sw48 en placas de 48. Posteriormente fueron
transfectadas con 1lug de pGEM-Teasy con RNAI dirigido contra la survivina
AEx6n3 'y con el pGEM-Teasy que lleva solamente el promotor U6 como control,
se incubaron las células durante 48 h a 37°C en una atmosfera con 5% de CO:
(v/v). Por dUltimo, se estimularon las células con los IC50 determinados
previamente para cada uno de los farmacos antineoplasicos, se incubaron
por 24Hr y 48Hr para estaurosporina y etopoésido respectivamente a 37°C en

una atmaosfera con 5% de COz (v/v). Este ensayo se realizo por triplicado.

Morfologia apoptética

Las células se fijaron en etanol frio al 70% por 15 min, se pre-trataron con RNasa
(10ug/ml) en PBS por 30min a 37°C. Después los nucleos fueron tefiidos con
Bromuro de Etidio (5pug/ml) en PBS y se lavaron dos veces con PBS. Finalmente

las células fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss).



RESULTADOS

Expresidn de la survivina y sus isoformas en lineas celulares de cancer

La expresion basal de la survivina y sus isoformas se detectdé en 2 lineas
celulares de cdancer: HelLa y Sw48 por medio de RT-PCR (Fig. 6). Se utilizaron

oligos especificos que amplifican el marco completo de lectura.

Hela Sw48
431pb <+——  Survivina
<+——  Survivina
370pb AEX6N3

Figura 6. Expresién basal de la survivina y de la survivina DeltaEx3 en
Hela y Sw48.

Se pueden observar 2 bandas correspondientes a la survivina (431pb) y a la
survivina-AEx3 (370pb) en las lineas celulares de cdncer cérvicouterino Hela y
cdncer de cdélon SW48. Como se puede apreciar en ambas lineas celulares la

isoforma mds abundante de estas dos isoformas es la survivina tipo.

Inhibicion del RNAmM de la survivina DeltaExén3 en lineas de cancer con la

técnica de RNA de interferencia

c) Disefio del RNA de Interferencia

Se eligid una secuencia de 21 a 23 nucledtidos que fuera especifica para la
survivina DeltaEx3. Esta secuencia se encuentra localizada entre el exdn 2 y el

exon 4 (Fig. 7).



Esta secuencia se analizé por BLAST para asegurarnos que fuera especifica
para la survivina DeltaEx3 y que no tuviera secuencias homodlogas con ofros

genes.

5’ ccggccccttagcaatgtctgga 3
3’ ggccggggaatcgttacagacct 5’

STOP
RNAI

v .y
A E———

Delta-Exon3

ORF 3°UTR

Figura 7. Esquema de la survivina DeltaEx3 y secuencia del RNAI
utilizada.

Para clonar la secuencia se disenaron 4 oligos para que fueran insertados en
dos pasos, que al alinearse tuvieran sitios para enzimas de restriccion y de esta

forma permitir y facilitar la insercion del RNAi en el vector.

El primer par de oligos se disend con los sitios Age |y Spe I. El segundo tiene los

sitios para las enzimas Spe |y Pst 1.

Oligos lay 1b
5" CCGGACGACCCCAGCAAAGGAAAA 3’
3’ TGCTGGGGICGTTTCCTTTTGATC 5
Oligos 2a y 2b

5 CTAGTITTTCCTITGCTGGGGTCGTICCGGTTTITICTGCA 3
3’ AAAAGGAAACGACCCCAGCAGGCCAAAAAG 5

Los oligos 1ay 1b; 2ay 2b se alinearon. Se realizé un gel de acrilamida para

verificar la alineacion, en la siguiente figura se observa en el primer carril los



oligos simplemente mezclados en una misma reaccion, mientras que en el

segundo carril se aprecian los oligos alineados (Fig. 8).

Figura 8. Alineacion de los oligos

b) Construccion del vector con el RNAI para la Survivina DeltaExon3

Clonacién del RNA de Interferencia

El vector elegido para clonar el RNA de interferencia fue el pGEMTeasy al que
previomente se le habia clonado el promotor U6 de humano. Este vector no

posee un promotor eucarionte, ni secuencias enhancer (Fig. 9).

Xmn| 2009 '.—_.__-'h"'x.__\
= 1 . Mase

Scal 1890 " s P 2707
3 ,/ i L\\\i

| PGEM®-T Easy
| Vector

|, i (3015bp)

Promotor

431pb Ué

Promotor Ué

Figura 9. Mapa del vector pGEM-TEasy y clonacion del promotor Ué en el vector.



Ligacioén

Se realizaron las ligaciones 1:1 y 1:3 con el primer oligo y con el vector digerido.
Las bacterias DH5alfa se transformaron con estas ligaciones. De las colonias

obtenidas se analizaron 4.

Se realiz6 Miniprep de las colonias cultivadas en LB y se digirieron con la
enzima Age |. Al clonar el primer inserto se pierde este sitio de restriccion, por lo
tanto las colonias con el inserto no se digeririan. La digestion se observa en un

gel de acrilamida (Fig. 10).

Ués/d Uéd Colls/d Coll 2 3 4d

Figura 10. Digestion con la enzima de restriccion Age .

En el primer carril se encuentra el vector vacio sélo con el promotor Ué
clonado sin digerir, como control positivo tenemos en el siguiente carril el
mismo vector sélo con el promotor Ué clonado y por lo tanto no altera el sitio
de restriccion Age | haciendo posible que se digiera con dicha enzima,
digerido con la enzima de restriccion Age |I. Los siguientes carriles son las
colonias (1-4) que poseen el vector con el primer inserto clonado, como
control negativo la colonia 1 sin digerir y las colonias 1, 2, 3 y 4 digeridas con la
enzima Age I. Como se puede observar en el gel, todas las colonias poseen el
primer inserto pues no se digieren con la enzima Age |. La banda que se

encuentra arriba corresponde a DNA gendmico.

Se selecciond al pldsmido que posee la colonia 1. Se amplificd y el pldsmido se
cuantificé y se obtuvo una concentracién de 24 ug/ul con una pureza de 1.94.
El vector con el primer inserto se digirid con las enzimas de restriccion Spe |y Pst

| para la clonacion del segundo oligo. El DNA se purificd y nuevamente se



realizaron las ligaciones 1:1 y 1:3. Las bacterias DH5alfa se transformaron y se
analizaron 4 de las colonias obtenidas con la ligacién 3:1(colonias 1-4) y 3

colonias obtenidas de la ligacién 1:3 (colonias 5-7).

Se transformaron bacterias nuevamente y se realizd miniPREP de cada una de
las colonias, posteriormente fueron digeridas con las enzimas de restriccion Sal |
y EcoR | para confirmar que tenian clonado el segundo inserto ya que estos

sitios de restriccion se pierden al clonarlo.

Col 7s/d  2d 1 3 4 5 ) 7

Figura 11. Digestién con las enzimas de restriccion Sal |y ECoR |

En el gel de acrilamida se pueden observar las digestiones con las enzimas de
restriccion Sal |y EcoR |, las cuales linearizan el vector y nos permiten observar
las diferencias en peso de aquellas colonias que poseen el vector con el
segundo inserto clonado, en comparacién con las colonias que no poseen
dicho inserto. En el primer carril se tfiene como control negativo la colonia 7 sin
digerir para sélo observar el tamano del pldsmido sin el segundo inserto, en los
carriles restantes tenemos el pldsmido con las colonias 1-7 digeridas con las
enzimas Sal | y Pst I. Aquellas colonias que posen el pladsmido con el segundo
inserto clonado son mds pesadas y por lo tanto la banda se observa mds
arriba. Se observd que los pldsmidos con las colonias 1, 3, 4 y 7 si poseen el
inserto, pues son los pldsmidos que al digerirse con las enzimas de restriccion
Sal | y EcoR | y linearizarse pesan aproximadamente 30pb mds que aquellas
colonias que no poseen el segundo inserto y se encuentran en el mismo peso

que la colonia 7 sin digerir.

Se seleccion6é a la colonia 7 para amplificar el plasmido. El pldsmido
pGEMTeasy/ RNAI DeltaEx3 se cuantificd y se obtuvo una concentracién de

9.53ug/ul con una pureza de 1.90.
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Figura 12. Mapa del pGEMTEasy/RNAI Survivina DeltaEx3

c) Efecto inhibitorio y especificidad del RNAI dirigido contra la Survivina

DeltaExdén3 en lineas celulares de cancer (HelLa y SW48)

Transfeccion del RNAI dirigido contra survivina DeltaExén3 en lineas celulares

de cancer

Las lineas celulares HelLa y SW48 se fransfectaron con los pldsmidos pGEM-
TEasy-Ué utilizado como contfrol y con pGEM-TEasy-siRNA survivinaAEx3. La
transfeccion se realizd con ESCORT, para evaluar la eficiencia de transfeccion
de las células, se tfransfectaron simultdneamente con el vector que contiene a
la proteina verde fluorescente (GFP). La eficiencia de tfransfecciéon observada
en cada una de las lineas celulares fue de aproximadamente del 40% en las
células Hela y del 70% en las células de cancer de colon SW48. En la siguiente
figura se puede observar una fotografia de las células SW48 transfectadas con
GFP.



Figura 13. Transfeccion de células SW48 con GFP

Andlisis de la eficiencia del RNAI dirigido contra la survivina DeltaEx3 mediante
RT-PCR

Se realizé el andlisis del RNAmM de la survivina y sus isoformas, la expresion fue
detectada mediante RT-PCR. Para la amplificacion de las isoformas se

utilizaron oligos especificos para cada isoforma.

En la figura 13 se puede observar la disminuciéon del RNA mensajero de la
survivina DeltaEx3 en las células transfectadas con el RNA de interferencia de
la survivina DeltaEx3. El experimento se realizé a los tiempos de 12h y 24h, se
observd la misma inhibicidn de la survivina DeltaEx3 en ambos tiempos vy lineas
celulares, en la figura sélo se muestra la inhibicion de la survivina DeltaEx3 al

tiempo de 24h.



Hela SW48

A) Control  AEX3 B) Control AEX3

370pb <— Survivina
AEX6N3
400pb < GAPDH

Figura 14. Amplificaciéon por RT-PCR del RNAmM de la survivina DeltaExdn3 en células
Hela transfectadas con el RNAI dirigido contra la survivina DeltaExén3 a las 24hA) y en
Sw48 B).

Para corroborar la eficiencia de esta inhibicion, se realizaron las densitometrias
correspondientes para cada una de las lineas celulares para analizar el
porcentaje de inhibicidén del ARN de interferencia de la survivina DeltaExén3.
Las siguientes grdficas muestran el porcentaje de expresidon de la survivina

DeltaExdn3 con respecto al GAPDH, en células HelLa y SW48 (Grdfical).
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Gréfica 1. Densitometria. Expresidn de la Survivina DeltaEx3 en células Hela
transfectardas con el RNAIi de la Survivina DeltaEx3 a las 24h A) y Sw48 B).

Como se observa en la figura anterior la disminucidon en la expresion de la
survivina DeltaEx3 debido al RNA de interferencia es considerable para ambas
lineas celulares, siendo mayor la inhibicidon en la linea celular de cdncer de

colon Sw48.



Para saber si el RNA de interferencia es especifico para la survivina DeltaExén3,

se analizd la expresion de las otras isoformas por medio de RT-PCR.

Control RNAIAEX3

A) g) control RNAIAEX3
160pb _ _ <_SurvivinaQB
132pb _ _ - Survivina 3B

Figura 15. Amplificacién por RT-PCR del RNAmM de la survivina y sus isoformas en
células control y células Hela transfectadas con el RNAi de la survivina Delta
Ex6n3 durante 24h A) y en células Sw48 B)

Como se observa en el andlisis de los niveles de expresion del RNAmM de las
diferentes isoformas de la survivina (survivina, survivina 2B y survivina 3B)
mediante RT-PCR se reveld que no existen cambios en la expresion de dichas
isoformas, lo que nos indica que el RNAI de la survivina DeltaExdn3 es
especifico de esta isoforma y no altera la expresion de las demds isoformas

producidas por splicing alternativo en ambas lineas celulares.

Anadlisis de la sensibilidad a apoptosis inducida por farmacos antineoplasicos

mediada por la inhibicién de la Survivina DeltaExén3

Para determinar si la inhibicion de la survivina Delta Exdn3 mediante la técnica
de RNAIi afecta la sensibilidad a la apoptosis inducida por los farmacos

antineopldsicos estaurosporina y etopdsido en células de cdncer de cdlon



Sw48, se realizaron ensayos de viabilidad celular. Primero se determind el IC50
para cada uno de los farmacos en la linea celular Sw48 a las 24h para

estaurosporina y a las 48h para etopdsido (Grdafica 2).
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Gréfica 2. Determinacién del IC50 de los fdrmacos antineopldsicos en células Sw48.

Las barras muestran la desviacidn estdndar de los experimentos realizados
independientemente por triplicado.

En la grdfica se puede apreciar que el IC50 del farmaco estaurosporina a las

24h es de 100nM vy para el etopdsido es de 82 uM un tiempo de 48h. La



disminucion en la viabilidad celular inducida por estos farmacos es
dependiente tanto de concentraciéon como del fiempo de exposicion. Una vez
determinado el IC50 para cada uno de los farmacos antineopldsicos a utilizar

en el andlisis de sensibilidad apoptdtica, se realizd dicho ensayo.
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Gréfica 3. Sensibilidad apoptdtica en células de Sw48 transfectadas con el RNAI
de la survivina DeltaEx3 con los fdrmacos antineopldsicos estaurosporina y
etopdsido. Las barras muestran la desviacién estdndar de los experimentos
realizados independientemente por triplicado.



En las grdficas anteriores podemos observar los ensayos de viabilidad celular en
células de cdancer de colon Sw48 tfransfectadas con el RNAI dirigido contra la
survivina DeltaEx3 para determinar la sensibilidad apoptdtica con los fdrmacos

antineopldsicos estaurosporina y con etopdsido.

Con la estaurosporina no se observan diferencias significativas en la disminucion
de la viabilidad celular de las células Sw48 transfectadas con el RNAI de la
survivina DeltaEx3 con respecto a las células confrol o bien transfectadas con el
vector vacio. En cambio, con el estimulo apoptdtico etopdsido se puede
apreciar una disminucién estadisticamente significativa del porcentaje de
viabilidad celular de aquellas células que carecen de la survivina DeltaExon3
con respecto a las células que poseen intacta dicha isoforma, lo cual nos
estaria hablando de un papel importante de la isoforma DeltaExén3 en la

apoptosis inducida por estimulos genotdxicos como es el caso de etopdsido.

Esta disminucién en la viabilidad celular se comprobd que fuera realmente por
apoptosis realizando una tincion con Bromuro de Efidio para observar la
morfologia celular. La siguiente figura nos muestra la tincién con Bromuro de
Etidio en células SW48 transfectadas con el RNAI de la survivina DeltaEx3 con el
IC50 de los agentes antineopldsicos correspondientes  (estaurosporina 'y

etopdsido) (Fig. 16).



A

B)

Figura 16. Morfologia apoptdtica. Tincidn con Bromuro de Efidio de las
células de cdncer de cdélon SW48 transfectadas con el RNAI de la survivina
DeltaEx3 con los farmacos antineopldsicos estaurosporina A) y etopdsido B).

En estas fotografias se observan los ndcleos tenidos con Bromuro de Efidio de las
células de cdncer de colon Sw48 después de haberse realizado el ensayo de
sensibilidad apoptdtica. Se encuentran senaladas con flechas algunas de las
células que se encuentran apoptdticas y que muestran parte de la morfologia
apoptdtica caracteristica, como lo es, la disminucidn en el volumen del

citoplasma, la condensacién del ndcleo y la fragmentacién de la cromatina.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

La survivina es un miembro de la familia IAP (Proteina inhibidora de apoptosis)
esta familia de proteinas se encuentran implicadas tanto en la inhibicidon de la
apoptosis como en el control del ciclo celular. La survivina se encuentra
alfamente expresada durante el desarrollo embrionario en humanos y parece
ser importante en la contribucion de la homeostasis y la diferenciacion de los
tejidos adultos. Sin embargo el gen se vuelve quiescente en la mayoria de los
tejidos terminalmente diferenciados (Johnson y Howerth, 2004). La mayoria de
los tumores humanos expresan niveles altos de la proteina surviving, lo que
sugiere que ocurre una reactivaciéon de la expresion del gen de la survivina en
cdancer (Ambrosini y col., 1997). Se ha observado que esta sobreexpresion de Ia
survivina se encuentra asociada con la inhibicion de la muerte celular por
apoptosis ya sea via intrinseca o extrinseca (Ambrosini y col., 1997; Tamm y col.,
1998; Mahotka y col., 1999; Islam y col., 2000; Zaffaroni y col., 2002). Estas
caracteristicas Unicas de la survivina la hacen parecer un potencial blanco
terapéutico en cdncer, puesto que posee un papel crucial en la inhibicidon de
la muerte celular por apoptosis, ademds de caracterizarse por su distribucion

diferencial en tejido normal adulto y en células cancerosas.

De las 5 diferentes variantes formadas por splicing alternativo de la surviving, la
isoforma DeltaExén3 conserva las propiedades antiapoptdticas similares a las
de la survivina (Mahotka y col., 1999), lo cual la hace ser una proteina
parecida en la contribucién de la inhibicidon de la apoptosis. Esta isoforma
carece del exdn 3 (118pb) y como resultado se obtiene una proteina con un
corrimiento en el marco de lectura en el exdn 4 y con el dominio BIR fruncado,

seguido por un nuevo segmento del carboxilo Terminal.

La survivina tipo vy la survivina DeltaEx3 han sido las isoformas mds estudiadas.
La survivina DeltaEx3 a diferencia de la tipo tiene una senal de localizacion
nucleolar (NolLS) que es capaz de translocar a la survivina-AEx3 dentro del
nucleolo, en donde se lleva a cabo su rdpida degradacion via ubiquitina-
proteasoma. Posee una senal de degradacién la cual es responsable de su
rdpido recambio en el nucleolo dependiente de la via proteasoma. Con esta

senal la proteina es degradada mucho mds répido que la surviving; estas dos



caracteristicas parecen requerirse para que esta isoforma preserve su funcion
antiapoptdtica (Song y col., 2005) y finalmente se ha visto que no actua como
una proteina pasajera cromosomal durante el ciclo celular (Song y col., 2005;
Noton y col., 2005).

Todas estas caracteristicas proveen mayor informacién para entender la
funcidon de la survivina y sus isoformas dentro de la célula cancerosa. La
survivina posee un papel importante en la sobrevivencia celular, 1o cual puede
resultar en la resistencia a fdrmacos antineopldsicos. Debido a que las
isoformas de la survivina se regulan dentro de la célula formando homo o
heterodimeros, regulando el potencial pro o anti apoptdtico, esto influiria en la

respuesta celular frente a los fdrmacos.

Se han descrito 4 RNAs de interferencia dirigidos contra la surviving, tres de ellos
se encuentran dirigidos especificamente contfra el exén 1, lo que indica que
inhibe tanto a la survivina tipo como a sus isoformas; mientras que el restante
estd dirigido al exén 3 de la survivina. En todos los casos se puede observar un
aumento en la apoptosis y una disminucion de la proliferacion celular, aunque
existen otros efectos bioldgicos como es la desregulacion del ciclo celular en el
caso de los sarcomas (Kappler y col.,, 2004, 2005) y de los carcinomas
cervicales (Beltrani y col., 2004) o disminucién en la formacién de capilares y
en la migracion en el caso de los experimentos realizados por Coma y col., en

el 2004 en células endoteliales.

Al desarrollar un RNAI dirigido confra todas las isoformas, no es posible
determinar la funcidon especifica de cada variante, pues como ya se
menciond anteriormente las funciones de cada isoforma pueden asemejarse o
bien ser distintas en cada proceso y respuesta celular. Sin embargo no se ha

descrito ningun RNAI especifico para cada una de las isoformas de la survivina.

En el presente trabajo se disend y clond un RNAI especifico de la survivina
DeltaExdn3 el cual estd dirigido a una secuencia que se encuentra entre el
exon2 y el exén4. Dicha secuencia enconfrada fue analizada por BLAST para

asegurarse que no tenga secuencias homologas con otros genes importantes



y por consiguiente no altere su expresion. Al ser analizada la secuencia se
confirmd que fuera especifica del gen de interés y posteriormente se corrobord
la eficiencia de este RNAI mediante andlisis de RNA mensajero utilizando la
técnica de PCR con la cual se asegurd la eficacia y a demds se comprobd
que fuera especifico y que no alterara la expresidon a nivel de RNAmM de las
demds isoformas de la survivina, como lo son la survivina, survivina 2B vy la

survivina 3B.

En los ensayos de sensibilidad apoptdtica realizados en células de cdncer de
colon Sw48 transfectadas con el RNAI dirigido contra la survivina DeltaExén3 se
utilizaron dos diferentes estimulos de muerte celular por apoptosis que activan
la via intrinseca, pero que poseen diferentes blancos moleculares; el etopdsido
gue es un agente que activa la via de muerte celular por dano al DNA ya que
es un inhibidor de la topoisomerasall (Yin y col., 2005) y la estaurosporina que es
un potente inhibidor de las proteinas cinasas C, Ay G (Gollapudi y Neet, 1997),
lo cual induce muerte celular mediada por estrés celular (Tafani y col., 2001).
La muerte celular inducida por estos fdrmacos es dependiente tanto de
concentfracidn como del tiempo de exposicion, como era de esperarse la
disminucion en la viabilidad celular fue debido a apoptosis ya que con ambas
drogas se puede apreciar que las células muestran una condensacion del

citoplasma y fragmentacion nuclear tipica de la morfologia apoptdtica.

La disminucién en la viabilidad celular de las células de céncer de colon Sw48
transfectadas con el RNAI dirigido contra la survivina DeltaEx3 fue
estadisticamente significativa con respecto al vector vacio en aquellas células
expuestas al fdrmaco antineopldsico etopdsido sugiriendo que la falta de la
isoforma DeltaExén3 en las células cancerosas le provee a dichas células
cierta resistencia ante dicho fadrmaco en particular, el cual induce apoptosis
mediante el dano al DNA. Estudios realizados en el mismo grupo de trabajo, en
el cual se utilizaron células de cdncer cérvicouterino Hela para transfectar el
RNAi dirigido contra la survivina DeltaExdn3 realizado en este trabajo,
inferesantemente mostraron una gran disminucién en la liberacion de
citocromo ¢ después de la exposicion de las células a etopdsido, asi como un

decremento en el total de la proteina Smac/DIABLO en células que carecen



de la survivina, mientras que con el fdrmaco estaurosporina las células que no
poseen la survivina DeltaExdn3 no se sensibilizaron frente al estimulo de muerte;
estos resulfados muestran que la survivina y en mayor parte la survivina
DeltaExdn3 es capaz de impedir la liberacién de la mitocondria de
Smac/DIABLO y del citocromo c después de la apoptosis inducida por
estimulos genotdxicos. Ademds, ambas isoformas estabilizan a la proteina
Smac después de su liberacidén de la mitocondria en el citoplasma, es estos
estudios concluyen la importancia de estos efectos al proveer un posible
mecanismo de las células cancerosas en la resistencia a farmacos
antineopldsicos que inducen la muerte celular a través del dano al DNA

(Ceballos y col., manuscrito en preparacion).

Para fortalecer dicho mecanismo, existen estudios que sustentan la induccion
del aumento de la survivina con varios agentes antineopldsicos; este aumento
podria ser un mecanismo de resistencia a farmacos antineopldasicos intrinseco
y/o adquirido de los tumores humanos (Chang y col., 2004; Ling y col., 2004;
Wall y col., 2003).

En conclusiéon, el presente trabajo muestra que la técnica de RNAI es una
herramienta muy Util para determinar la funcidn de un gen en particular,
mediante la inhibicion de la expresidon del gene blanco, con respecto a las
estrategias convencionales presumiblemente por el hecho de que es un

proceso natural.

El diseno del RNAI dirigido contra la survivina DeltaEx3 realizado en este trabajo
es el primer RNAI de dicha isoforma clonado en un vector de expresidon, en
este caso en el pldsmido pGEM-TEasy, ademds con la certeza de que resultd
ser una inhibicién a nivel postranscripcional sumamente especifica del RNAmM
que codifica para la isoforma de interés, sin alterar la expresion de las otfras
variantes que son generadas por splicing alternativo, con estas caracteristicas
en particular se hace de este RNAI una gran herramienta para llegar a
conocer las funciones especificas que lleva a cabo la survivina DeltaEx3 en
procesos sumamente importantes que contribuyen en la transformacion

celular y posteriormente en el desarrollo del cdncer, como es el caso de la



proliferaciéon y la muerte celular por apoptosis. Es de gran importancia conocer
las funciones especificas de la survivina y de cada una de sus isoformas en
diferentes tipos de cdnceres para asi determinar cual de las diferentes
variantes es crucial inhibir y como consecuencia detener, revertir o evitar en su
totalidad el desarrollo del cdncer en cualquiera de sus etapas; ya que como
se menciond anteriormente, en estudios recientes se encontré que la alta
expresion de la survivina y de la survivina-AEx3 se encuentra preferencialmente
expresada en tumores cerebrales malignos y gliomas (Yamada y col., 2003). En
cdncer de mama se reportdé que tanto la surviving, la survivina-AEx3 y la
survivina 2B estdn presentes en cdncer de mama con un porcentaje de 68, 55
y 9.4% respectivamente, encontraron que las tres isoformas se detectaron en
una proporcién alta en carcinomas. Los RNAmM de la survivina, survivina 2B y
survivina-AEx3 fueron detectados en niveles bajos en tejido de mama normal,
comparado con los carcinomas primarios (O Driscoll y col., 2003), finalmente
en estudios realizados en cdncer cérvicouterino, la survivina y sus isoformas no
fueron detectadas en ftejido cervical normal, en confraste con la
sobreexpresion observada en las muestras de cdncer, se encontrd que en los
pacientes con los tumores de adenocarcinoma mds agresivos clinicamente
expresaban altos niveles de survivina 2B y de survivina-AEx3 (Espinosa M., 2006).
Esta relacion observada en los estadios mdas avanzados en diversos tipos de
cdnceres y la survivina, es de gran importancia para en un futuro saber cual de
las isoformas es la que interviene en el proceso de transformacion celular y
desarrollo del cdncer, de tal forma que se pudieran utilizar técnicas como el
RNA de interferencia como mecanismo de silenciamiento génico en el

tfratamiento del cdncer.

La produccidn de células de cdncer que carezcan de la isoforma survivina
DeltaExdn3 nos permite obtener informacion acerca de las posibles funciones
gue puede estar llevando a cabo dicha proteina; en este estudio se concluye
que la survivina DeltaExén3 participa de manera importante en el proceso de

apoptosis inducida por agentes genotdxicos.
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ANEXO |

Abreviaturas

DNA Acido desoxiribonucleico

cDNA ADN complementario

RNA Acido ribonucleico

RNAM Acido ribonucleico mensajero

RNAhnN ARN Heterogéneo Nuclear

RNAdc ARN de doble cadena

RNAI ARN de interferencia

ATP Adenosin Trifosfato

Aa Aminoacidos

Ala Alanina

Apafl Factor Apoptético 1 activador de
proteasas

BIR Region de IAP en Baculovirus

BIRPS Proteinas que contienen BIR

CARD Dominio de reclutamiento de
caspasas

Cdc Ciclina Dependiente de Cinasa

Cys(84) Cisteina 84

DISC Complejo de Sefializacion de

Induccién de Muerte

DED Dominio Efector de Muerte

DIABLO Proteina de Unién a IAP con Bajo PI

dNTPs Deoxinucleo6tidos

FADD Proteina Asociada a Fas con Dominio
de Muerte

Fase G2 Fase “gap” o intervalo 2



Fase M Fase Mitosis
GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato

deshidrogenada

GFP Proteina Verde Fluorescente

IAP Proteinas Inhibidoras de Apoptosis

ILP Proteina como IAP

INCENP Proteina Interna del Centrémero

FasL Ligando de Fas

ML-IAP IAP en Melanoma

NAIP Proteina inhibitoria de Apoptosis
Neuronal

NBL Neuroblastoma

NF-xB Factor Nuclear-xB

Nt Nucledtidos

ODsoo Densidad Optica

PARP Poli(ADP-ribosa) polimerasa

p34 Fosforo 34

RdARp RNA polimerasa dependiente de
ARN

RT Reversotranscriptasa

PCR Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa

Rb Retinoblastoma

RING Anillo de Dedo de Zinc

RISC Complejo de Silenciamiento

Inducido por ARN

SiRNAs Pequefios RNA de interferencia



Smac

Thr 34

TNFR

Abreviaturas de Medidas

Mg
ug
Ng
M

il

mM
nM
nM
picoM

Pb

Min

Gramos
Miligramos
Microgramos
Nanogramos
Mililitros
Microlitros
Moles
Milimoles
Micromoles
Nanomoles

Picomoles

Pares de bases

Horas

Minutos

Segundo Activador Mitocondrial de
Caspasas

Treonina 34

Receptor del Factor de Necrosis

Tumoral
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