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Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico

ADNc - Acido desoxirribonucleico
complementario

AIF - Factor inductor de apoptosis

Apaf-1 - Factor activador de la
proteasa apoptética 1

ARN - Acido ribonucleico

ARNi - Acido ribonucleico de
interferencia
ARNmM - Acido ribonucleico
mensajero

Bcl-2 - Gen de células B2 de linfoma

Bid - Agonista de muerte que
interactla con el dominio BH3

BIR - Repetidos de proteinas
inhibidoras de apoptosis baculovirales

BIR1 - Repetidos de proteinas
inhibidoras de apoptosis baculovirales
1

BIR2 - Repetidos de proteinas
inhibidoras de apoptosis baculovirales
2

BIR3 - Repetidos de proteinas
inhibidoras de apoptosis baculovirales
3

BIRC3 - Proteina que contiene 3
dominios de proteinas inhibidoras de
apoptosis baculovirales

CAD - Aspartato
carbamoiltransferasa

CARD - dominio de reclutamiento de
caspasas

c-FLIP - Inhibidor celular proteico de
FLICE

cIAP1 - Proteina inhibidora de
apoptosis 1

cIAP2 - Proteina inhibidora de
apoptosis 2

dNTPs - Desoxirribonucledétidos
trifosfato

FADD - Proteina con dominio de
muerte asociada a Fas

HtrA2/0mi - Serin peptidasa HtrA 2

HOIL-1L - Ubiquitin ligasa 1 hemo-
oxidada por IRP2

HOIP - Proteina de interaccién con
HOIL-1L

HSP90 - Proteina de shock térmico
de 90 kDa

IAPs - Proteinas inhibidoras de
apoptosis

IARC - Agencia Internacional para
Investigacion del Cancer

ICAD - Inhibidor de CAD

Ikka - Inhibidor de factor nuclear
kappa B cinasa subunidad alfa

IkkB - Inhibidor de factor nuclear
kappa B cinasa subunidad beta

Ikky - Inhibidor de factor nuclear
kappa B cinasa subunidad gamma

IkBa - Inhibidor del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas alfa

LUBAC - Complejo de montaje de la
cadena de ubiquitina lineal

NFkB - Factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

NIK - Cinasa inductora del factor
nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B
activadas

W



p50 - subunidad pl05 del factor
nuclear NFkB

PCR - Reaccibn en cadena de la
polimerasa

RelA - Factor de transcripcion p65

RING - Gen nuevo realmente
interesante
RIP1 - Proteina Serina-Treonina

Cinasas de Interaccion con Receptor 1

SHARPIN - Interactor de dominio RH
asociado a SHANK

shRNA - Acido ribonucleico en
horquilla pequefio

siRNA - Acido ribonucleico pequefio
de interferencia

Smac/DIABLO - Segundo activador
de la caspasa derivado de las
mitocondrias/Inhibidor directo de la
proteina de uni6bn a apoptosis con
bajo puso isoeléctrico

TAB - Proteina de unién a TAK1

TAK1- Factor de crecimiento
transformate beta activado por cinasa
1

TBP - Proteina de unién a TATA

TNFa - Factor de necrosis tumoral
alfa

TRADD - Receptor del factor de
necrosis tumoral tipo 1 asociado al
dominio proteico DEATH

TRAF2 - Factor 2 asociado al
receptor del factor de necrosis
tumoral

TRBP - Proteina de unién a ARN en
respuesta a transactivacion

UBA - Dominio asociado a ubiquitina

XIAP - Proteina inhibidora de
apoptosis ligada a X

Abreviaturas
de medidas y
simbolos

°C - Grados Celsius

ML - Microlitros

MM - Micromolar

kb - kilobases

kDa - kiloDalton

mA - miliAmperes

nm - nanémetros

pb - pares de bases

rpm - revoluciones por minuto
Tm - Temperatura de fusién

V - Volts



|. Resumen

La proteina clAP2 es un inhibidor apoptético que participa en la via extrinseca de
apoptosis al ubiquitinar RIP1. En caso de que no se realice este proceso, RIP1 no
ubiquitinado puede formar un complejo citosolico con la molécula adaptadora
FADD y caspasa 8, induciendo asi apoptosis. Previamente, en el laboratorio de
Gendmica Funcional del Cancer, se han estudiado proteinas que pueden tener un
rol en los mecanismos de evasion de apoptosis, los resultados obtenidos sugieren
el analisis de clAP2 basados en evidencia encontrada en los resultados obtenidos
de un microarreglo con diferentes tratamientos que incluyen dexametasona y
cisplatino. Este proyecto tiene como objetivo silenciar el gen BIRC3 mediante
ARNi, para lo cual se disefiaron 2 shRNA cuya efectividad se midi6é a nivel de
ARNmM con la técnica de PCR y a nivel de la proteina clAP2 con la técnica de
Western blot. La efectividad encontrada de ambos ARNi no muestra resultados
concluyentes a nivel de proteina, pero uno de ellos actia a nivel de ARNm.
También se efectuaron pruebas de proliferacion y crecimiento de esferoides en el
ARNi funcional a nivel de ARNm y no se encontr6 diferencia en el
comportamiento de las células. Por lo anterior, se propone el analisis de
apoptosis con ensayos que midan la actividad de caspasa 8 y de anexina V para

determinar el efecto real que ejerce este ARNI.
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II. Introduccidn

Cancer

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, el cancer es un proceso
incontrolado de crecimiento y diseminacion de las células. Esta enfermedad
compleja es susceptible de presentarse en cualquier drgano y si se extiende a

otras regiones del cuerpo genera metastasis (WHO, 2016).

Este fendmeno ocurre porque la estabilidad génica de las células puede alterarse
por diferentes mecanismos gue no son capaces de ser reparados, generando
mutaciones que conllevan disfunciones en las células, asi como en su

proliferacion descontrolada (Weinberg, R. 2013).

Epidemiologia del cancer

En los udltimos afos, la investigacion sobre cancer ha incrementado por ser una
patologia que puede presentarse en cualquier individuo. La IARC desarroll6 en los
ultimos afios, hojas informativas donde se recopila informacion mundial sobre la
epidemiologia de esta patologia. En estudios de 2012 se encontraron alrededor
de 14.1 millones de casos nuevos de cancer y 3.5 millones de muertes por
cancer, siendo mundialmente el cancer de pulmdén, mama, colorrectal, préstata y

estémago, los mas frecuentes en la poblacién (IARC, Globocan, 2016).

Los mismos estudios revelan que en México alrededor de 148 mil personas
presentan cancer y 78 700 fallecieron por algun tipo de este, ademas los tipos de
cancer que mas afectan a nuestra poblacién (Figura 1) son el de mama, de

préstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmén (IARC, Globocan, 2016).

Cada tipo de cancer posee caracteristicas que lo diferencian de otro, no obstante
las células que dan lugar a los tumores, comparten la adquisiciéon de capacidades
biolégicas que las lleva a convertirse en células cancerosas, dando lugar a lo que

se conoce como marcadores de cancer.
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1.2. Marcadores de cancer

Figura 1: Tasas
estimadas de incidencia y
mortalidad por edad:
ambos sexos. Una tasa es
el nidmero de nuevos casos o
muertes por cada 100 000
personas al afio. Una tasa
estandarizada por edad es la
tasa que tendria una poblacién
si tuviera una estructura de
edad estandar.

Imagen modificada de
GLOBOCAN 2012 (2016).

IARC,

En 2000, Hanahan y Weinberg, (citado en Hanahan, D. y Weinberg, R., 2011)

propusieron que la proliferacion descontrolada, evasion de los supresores de

crecimiento, actividad invasiva y metastasica, replicacion ilimitada, inducciéon de

angiogénesis y resistencia a muerte celular son caracteristicas que diferencian a

las células cancerosas de las normales. Pero en 2011, propusieron cuatro

caracteristicas mas debido a la complejidad de los tejidos en las enfermedades

neoplasicas, abarcando asi un marco logico para entender la diversidad del

comportamiento de las células cancerosas. Estos nuevos parametros incluyen la

evasion de respuesta inmunoldgica, inflamacion para la progresion tumoral,

inestabilidad gendmica y mutagénica y alteraciones energéticas (Hanahan, D. y



Weinberg, R., 2011). La Figura 2 muestra los marcadores empleados

actualmente que determinan el comportamiento de células cancerosas.

Figura 2: Marcadores de cancer. Caracteristicas que permiten identificar la complejidad
del comportamiento de las células cancerosas. Modificado de Hanahan, D. y Weinberg, R., 2011

2. Apoptosis

Las células tienen un ciclo de vida, en el que evidentemente también dejan de
realizar sus funciones lo que conlleva a la muerte de las mismas. Este proceso de
muerte puede generarse por procesos como la necrosis y la apoptosis. La
necrosis se origina después de que el tejido ha sufrido dafio traumético o ha sido
expuesto a toxinas, en este proceso no es requerida energia en forma de ATP, si
no que se desregula la funcién celular que culmina con la lisis de la membrana
celular. Esta lisis causa la liberacibn del contenido de la célula al espacio

extracelular, lo cual induce a las células vecinas a la muerte y se produce una
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reaccion inflamatoria. La apoptosis es la muerte natural fisiolégica de la célula y

se encuentra programada para suceder (Jordan, J. 2003).

La apoptosis ocurre principalmente durante el desarrollo y en tejidos adultos
sirve como mecanismo para mantener una poblacién de células constante. Se
origina por diferentes estimulos que pueden incluso activar el proceso necroético.
Lo que diferencia la aparicion de dichos procesos es el tipo o grado de
estimulacion recibido por las células, a partir de los cuales se activa una cascada
de caspasas formando una via de sefializacion que culmina en la muerte celular.
Las células que se someten a este fendbmeno sufren alteraciones morfologicas
como la picnosis, que es el resultado de la condensacién de la cromatina. La
picnosis genera un aumento brusco de la densidad intracelular que provoca un
empacamiento de los organelos, formando asi los cuerpos apoptéticos. También
existe incremento de la concentracibn de calcio libre en citoplasma,
modificaciones en la composiciéon de la membrana y citoesqueleto (Elmore, S.
2007).

La apoptosis inapropiada da lugar al desarrollo a patologias neurodegenerativas,
dafio isquémico, desérdenes autoinmunes y muchos tipos de cancer donde se

altera la funcion del gen p53 (Jordan, J.2003).

Vias apoptdticas

El mecanismo de apoptosis en células de mamiferos se ha explicado
principalmente por los modelos de la via intrinseca y el de la via extrinseca,
donde cada uno de ellos se activa dependiendo del tipo de estimulo que recibe la
célula. Se sabe que existe una estrecha ligacibn entre ambas vias ya que hay
moléculas de una via que pueden influir en la otra. Ejemplo de ello ocurre
durante la escision de Bid mediada por caspasa 8. En la figura 3 se observa un
esquema que representa a la via intrinseca y extrinseca asi como la culminacion
en una fase ejecutora que conduce a la muerte celular (Elmore, S. 2007; Winter,

E. y col. 2014).



Figura 3: Vias de apoptosis. Esquematizacion de la via extrinseca de la
apoptosis regulada por la asociacion de un ligando a su receptor y de la via
intrinseca mediada por cambios de permeabilidad en la membrana de la
mitocondria. Ambas vias coinciden en la fase de ejecucién que conduce a la
muerte celular. Modificada de Hotchkiss, R. y Nicholson, D., 2006.

2.1.1. Via extrinseca

Esta via inicia por la unidon de un ligando a su receptor transmembranal lo que
activa a las caspasas iniciadoras, que culmina con la activacion de las caspasas
efectoras. Los receptores involucrados mejor caracterizados son los miembros de

la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), estas proteinas contienen
6
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dominios de muerte que transmiten la sefial de muerte de la superficie celular a
las vias de sefializacion intracelulares (Indran, 1. y col. 2011). Una vez unido el
receptor a sus ligandos triméricos, FADD, un proteina adaptadora, se asocia a
procaspasa 8 por la dimerizacién de su dominio de muerte, formando el complejo
de sefializacién de induccién de muerte (death-inducing signaling complex, DISC)
que permite la auto activacion catalitica de pro-caspasa 8 induciendo la
activacion de la caspasa 8. La proteina c-FLIP puede actuar como inhibidora de
esta via al unirse con FADD y con la caspasa 8. Esta caspasa, puede
paralelamente activar a Bid, proteina que al ser escindida, puede actuar en la via
intrinseca de la apoptosis al promover la salida de citocromo ¢ y activar a la
caspasa 9 (Cascales, M., 2003; Elmore, S., 2007). La via extrinseca se encuentra
regulada por las IAPs que pueden participar activando directa o indirectamente a
las caspasas. La activacion de esta via dependerd de los niveles relativos de
expresion de diversas proteinas, no solo de la variacion de una de las proteinas

de esta via (Flusberg, D. y Sorger, P., 2015).

Via intrinseca

Esta via se caracteriza por no recibir estimulos mediados por receptores, si no
que actUan estimulos que generan sefales intracelulares causando cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo que genera pérdida del potencial
transmembranal mitocondrial y un poro que permite la liberacién de proteinas
pro-apoptoéticas que se encuentran en el citosol intermembranal mitocondrial.
Estas proteinas pueden dividirse en 2 categorias: a) proteinas activadoras de
caspasas de manera dependiente como citocromo ¢ y Smac/DIABLO y b)
proteinas proapoptédticas como AIF y endonucleasa G. La liberacion de citocromo
C permite su unién con Apaf-1 y con ello la activacion de la caspasa 9. Una vez
formado este complejo de citocromo c¢, Apaf-1 y caspasa 9, se forma el
apoptosoma que activa a las caspasas ejecutoras 3 y 7. Por otro lado,
Smac/DIABLO inhibe la actividad de las IAPs permitiendo asi el progreso
apoptoético. En el caso de las proteinas proapoptéticas, estas son liberadas
durante la apoptosis tardia, es decir una vez que las células han recibido la sefial
de muerte. Estas proteinas son traslocadas al nucleo; AIF ocasiona
fragmentacion del ADN y condensacion de la cromatina nuclear periférica, a lo
que se le conoce como condensacién en fase | mientras que endonucleasa G
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2.1.3.

produce fragmentos de ADN oligonucleosomal (Elmore, S., 2007; Indran, I. y col.
2011).

La regulacion de esta via para la activacion del apoptosoma, se encuentra
controlada por las proteinas de la familia Bcl-2 que tienen capacidad tanto
apoptotica como antiapoptdtica (Cascales, M., 2003). La funcion mejor descrita
de la participacion de estas proteinas es la inhibicibn de la liberacion de

citocromo c al alterar la permeabilidad de la membrana (Elmore, S., 2007).

Fase de ejecucion

En esta fase converge la via intrinseca y extrinseca. Consiste en la activaciéon de
caspasas ejecutoras que activan a la endonucleasa citoplasmatica y a las
proteasas que degradan material nuclear, a las proteinas nucleares y a las
citoesqueléticas. Las caspasas ejecutoras son caspasa 3, caspasa 6 y caspasa 7.
Se considera a la caspasa 3 como la mas importante y su funciéon es que una vez
activa, escinde a ICAD, liberando a CAD para degradar el material genético de la
célula. La caspasa 3 también induce la reorganizacién del citoesquleto y la
desintegracion de la célula para la formacion de los cuerpos apoptoéticos (Elmore,
S., 2007).

Proteinas inhibidoras de la apoptosis

La familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) es uno de los
reguladores méas importantes de apoptosis ya que participan en la via extrinseca
inhibiendo a las caspasas directa o indirectamente. Poseen como caracteristica
principal la presencia de dominios conservados BIR cuya longitud es de
aproximadamente 70 aminoéacidos y cuya estructura es de 4 a 5 alfa hélices y 3
hojas beta plegadas. Las IAPs, poseen también un dominio CARD caracterizado
por tener una estructura de 6 a 7 alfa hélices antiparalelas; un dominio UBA que
se compone por 3 alfa hélices y un dominio RING, cuya funciéon no ha sido
esclarecida totalmente en todas las proteinas de esta familia. Las IAP participan
en procesos como ciclo celular, inmunidad, inflamacién y ubiquitinacion. Se han
identificado ocho miembros de esta familia, siendo XIAP y survivina los mas

estudiados por su desregulaciéon en procesos cancerosos (Uniprot, 2016; Pfam,
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3.1.1.

2017). En la Figura 4 se observa una representacion grafica de la estructura de

las IAPs y los dominios que posee.

Figura 4: Estructura de las IAPs. Esquematizacion de los dominios que presentan
usualmente las IAPs y la funcién de cada uno. Modificado de Hansen, M. y Meier, P., 2010

BIRC3

Uno de los genes encargados de codificar para una proteina perteneciente a la
familia de 1APs es BIRC3. Este gen fue mapeado al cromosoma 11 en 1996 por
Liston (Liston, 1996 citado en OMIM, 601721). Posteriormente empleando
hibridacién por florescencia in situ, Rajcan-Separovic (Rajcan-Separovic, 1996
citado en OMIM, 601721) encontré que su ubicaciéon especifica se encuentra en el
cromosoma 119g22. Se constituye de 22 031 pares de bases y 10 exones. Genera
un transcrito de 6.4 kb y codifica para la proteina clAP2 (Mathijs, B. y Marynen,
P, 2001).

Generalidades de cIAP2

Esta proteina se encuentra en el citoplasma y en el ndcleo celular y se conforma
por 604 aminoacidos. clAP2 tiene un peso molecular de 68 kDa, posee 3 motivos
repetidos BIR: BIR1, BIR2 y BIR3, un dominio CARD y un dominio RING. Esta
proteina se encuentra altamente expresada en pulmoén fetal y rifién; y en tejido
adulto se expresa en tejidos linfoides, bazo, timo y linfocitos de sangre periférica.
Interactia con Smac/DIABLO y con HtrA2/0mi, lo que genera inhibicién de su
actividad como supresor apoptoético (Uniprot, 2016). clAP2 regula, junto a clAP1,
la via extrinseca de la apoptosis gracias a su actividad como ubiquitin ligasa, que
permite la activacion de las caspasas de manera indirecta (De Almagro, D.

2012).



3.1.2. Funciones de cIAP2

Aunado a la regulacién apoptética, el papel de clAP2 y otras IAPs, también radica
en la regulacién positiva la via canénica de NFkB al funcionar como E3 ubiquitin
ligasa promoviendo la ubiquitinacién de proteinas como RIP1 y NIK (De Almagro,
D., 2012).

La via candnica de NFkB (Figura 5) inicia por la estimulacion de TNFa, quien al
unirse a su receptor, permite el reclutamiento del complejo TRADD, TRAF2, y de
las proteinas clAP1, clAP2 y RIP1. clAP1 y clAP2 se unen mediante su dominio
BIR1 al dominio TRAF-N de TRAF2. Esta unién provoca el reclutamiento de
trimeros de TRAF2 que dimerizan clAP1 o clAP2 activando su funcién como E3
ligasa y ubiquitinando a RIP1. La importancia de esta ultima proteina es que
permite la unién de la cinasa IkB, el complejo IKK (formado por IKKa,
IKKB/modificador esencial de NFkB y IKKy), factor de crecimiento transformante
B activado por cinasa 1, el complejo TAK1-TAB y el complejo LUBAC (formado por
las subunidades SHARPIN unida a HOIL-1L y HOIP). Esto genera la ubiquitinacion
de IKKy por LUBAC. IKKy y el complejo IKK son reclutados a las cadenas de
poliubiquitinaciéon de RIP1 que genera proximidad al complejo TAK1l cinasa
fosforilado y activando IKKB, que activa la forsorilaciéon de IkBa generando una
sefal para enviar a proteosoma a esta proteina. En células no estimuladas, IkBa
secuestra los factores de transcripciéon de NFkB y la degradacién de IkBa libera
p50 y RelA permitiendo su traslocacién al nucleo y con ello la transcripcion de
éstos (De Almagro, D., 2012).
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Figura 5: Via de activacion de NFkB y formacion del complejo II. Esquematizacién que
muestra la cascada de activacién de diferentes proteinas y complejos que dan lugar a la activacién de la
via candnica de NFkB asi como la formacion del complejo que permite apoptosis en las células
cuando las clAPs no participan. Modificado de Hansen, M. y Meier, P., 2010.

3.1.3. cIAP2 en apoptosis

Para determinar el papel especifico en apoptosis de clAP2, se ha estudiado la
funcién de su dominio RING. Se ha demostrado que el dominio RING esta
asociado a ubiquitinacién de clAP1 y XIAP (Yang, Y. y col. 2000). También, se le
han asociado funciones de ubiquitin ligasas E3 (Bertrand, M., et al, 2008), cuya

participacion se da principalmente al promover la ubiquitinacion de RIP1.

Los dominios BIR que poseen las IAPs, son los responsables de la actividad
antiapoptotica de esta familia ya que pueden unirse a la caspasa 3 y a caspasa 7
activadas e inhibir sus funciones, ademas algunas proteinas de esta familia
inhiben caspasa 9 activada y al unirse a pro-caspasa 9 previenen la estimulacion
apoptotica. En el caso de clAP2, se ha encontrado una participacion en la via
extrinseca de apoptosis pero sus dominios BIR no se unen fisicamente a las
caspasas, sino que su funciéon como ubiquitin ligasa dada por el dominio RING, le
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4.1.

permite ubiquitinar RIP1 (Figura 5), en caso de que no se realice este proceso,
RIP1 no ubiquitinado puede formar un complejo citosélico con la molécula

adaptadora FADD y caspasa 8, induciendo asi apoptosis (De Almagro, 2012).

. ARN de interferencia

El término de ARN de interferencia (ARNi) fue acufiado en 1998 por Fire, A. y
colaboradores, refiriéndose a este como una herramienta capaz de manipular la
expresion génica mediante la hibridacion del ARN insertado a una secuencia
especifica de ARNm que impide la transcripcion del mensajero. Los experimentos
que llevaron a cabo en Caenorhabditis elegans permitieron conocer que la
insercion de ARNi de doble cadena es mas efectivo para la inhibicion del ARNm
que ARNi de una sola cadena, siendo hasta dos veces en orden de magnitud mas
potente, lo que en afos posteriores sirvid como referencia para el desarrollo de
éstos como herramienta de inhibiciéon por su alta especificidad y efectividad (Fire,
A. 1998).

La importancia que generd el descubrimiento desperté el interés para ser
probado en células de mamiferos. Elbashir, SM. y colaboradores en 2001
establecieron que los duplex de ARNi pequefios (siRNA) de longitud de 21 y 22
nucleétidos, generados por la escision de la ribonucleasa Il en ARN de doble
cadena, son mediadores en el proceso de degradacion de secuencias especificas
de ARNmM. Lo anterior se comprob6é mediante la experimentacion en las lineas
celulares HelLa y en células embrionarias de riibn humano, y sus resultados
indican que este tipo de ARNi es una herramienta util para el silenciamiento de
genes (Elbashir SM, 2001).

Fisiologia de los ARNi

Los ARNi son el resultado de un mecanismo en el que la célula procesa ARN de
doble cadena mediante la enzima Dicer, un tipo de RNAsa Ill. Esta enzima
escinde la secuencia y genera un siRNA de doble cadena de aproximadamente
21-23 nucleétidos que se une al complejo RISC (Complejo de silenciamiento
inducido por ARNi) conformado por: Dicer, siRNA de doble cadena previamente
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escindido, proteina argonauta, HSP90 y TRBP. Posteriormente TRBP, una proteina
de unién al siRNA de doble cadena, orienta y posiciona la cadena correcta para
que la proteina argonauta, que se encuentra en conformacién abierta por su
interaccibn con HSP90, se una a la hebra de siRNA monocatenaria y por
reconocimiento de pares de bases, se asocia a su ARNm, al ser reconocido se
realiza una escisién en medio de la regiéon homdloga y el ARNm es degradado. En
el caso de ARNi sintéticos, como los shRNA, se procesan de igual manera, en
donde Dicer los escinde y forma siRNAs de doble cadena. (Meister, G. 2013;
Mocellin, S. y Provenzano, M. 2004). La Figura 6 es una representaciéon del
proceso de escision del ARN de doble cadena hasta la formacion del complejo

RISC.

Figura 6: Escision de Dicer y procesamiento de ARNi por el complejo RISC. Modificado
de Meister, G., 2013.

Esferoides como modelo celular

Los modelos tridimensionales de cultivos celulares surgen para mejorar las
condiciones fisiolégicas y el microambiente de un sistema biolégico ya que
presentan un alto grado de complejidad estructural y homeostasis, similar a la

que presentan los 6rganos y tumores (Bartholomeusz, G. y Rao, A. 2014).

Los aspectos espaciales y fisicos de cultivos en tres dimensiones afectan la
transduccion de sefiales del exterior al interior de las células, influyen en la
expresion de genes y en el comportamiento celular. A diferencia de los cultivos
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en monocapa, la formacién de estos agregados celulares o esferoides permiten
conocer las interacciones célula-célula cuando se realizan en suspension, o
interacciones célula-matriz, cuando se realizan empleando una matriz como

soporte (lvanov, D. y Grabowska, A. 2016; Edmonson, R. y col. 2014).

Los esferoides se constituyen por capas de células en diferentes estadios. El
nucleo del esferoide posee una cantidad limitada de oxigeno, factores de
crecimiento y nutrientes del medio, por lo que se encuentra en etapa necrética.
Las capas mas externas reciben una gradiente distinta al nudcleo, siendo mas
accesible la entrada de nutrientes, oxigeno y factores de crecimiento por lo que
las células se encuentran viables en etapa quiescente y finalmente se ubica una
zona de células proliferativas que tienen contacto directo con el medio (Lin, RZ. y
Chang, HY. 2008).

Figura 7: Representaciéon grafica de los estadios celulares en un
esferoide. El esquema muestra la gradiente de entrada de nutrientes, oxigeno y
factores de crecimiento y la salida de los desechos celulares y CO; en las distintas zonas
que conforman el esferoide. Modificado de Lin, RZ. Y Chang, HY. 2008.
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Ill. Antecedentes

Para determinar el papel que juega clAP2 en supervivencia o apoptosis celular se
han efectuado estudios en diferentes modelos celulares inhibiendo exitosamente
la funciéon de clAP2 en diferentes tipos de cancer, como linfoma de Hodgkin
clasico, cancer de ovario y cancer de mama (Durkop, H., 2005; Runnebaum, 1. y
Brining, A., 2005).

Dada la importancia de clAP2 en el proceso apoptético y la variacion de su
expresion en diferentes tipos de cancer, en el laboratorio de Genémica Funcional
del Cancer se ha estudiado esta proteina con un ensayo que determind los
niveles de expresion de ARNmM en muestras de pacientes con cancer
cervicouterino y muestras control, y a pesar de no encontrar variacién entre
ambos tejidos (Espinosa, M. y col. 2006), surgié un proyecto donde se cree que
la proteina clAP2 ejerce una actividad protectora a la apoptosis generada con
cisplatino (CP) cuando las células se encuentran estimuladas por dexametasona
(DEX). Como parte del proyecto, se realiz6 un microarreglo con células HelLa
sometidas a diferentes tratamientos que combinan la accién de DEX y CP, asi
como sus efectos individuales. El andlisis de este microarreglo revela que la
expresion del gen BIRC3 se encuentra desregulada en al menos 3 de los 4
tratamientos, lo que sugiere la participacién de clAP2 en este proceso de evasion
apoptoética. De ahi la importancia de retomar el gen BIRC3 y silenciarlo, con el fin

de proporcionar una herramienta que permitira concluir el estudio global.
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V. Justificacién

En el grupo de trabajo del laboratorio de Gendmica Funcional del Cancer, se ha
evaluado el efecto protector de la DEX en apoptosis inducida por CP en la linea
celular HelLa, asi como el papel de diferentes proteinas reguladoras de apoptosis
para determinar mecanismos de evasion de la muerte celular. Se sabe que el
tratamiento con glucocorticoides durante la quimioterapia es capaz de inhibir la
apoptosis generada por agentes quimioterapéuticos (Gassler,N y col. 2005; Hou,
W. y col. 2014). De ello se deprende la investigacion de los mecanismos por los

que la DEX es capaz de proteger a las células de apoptosis.

Como parte del estudio en el laboratorio, también se ha analizado la expresiéon de
Noxa, PUMA y Snail como proteinas involucradas en la regulacion de apoptosis,
pero los experimentos realizados no indican su participacion en la evasion
apoptoética (Ortiz, E. 2015), por lo que se ha sugerido el analisis de clAP2
basados en evidencia encontrada en los resultados obtenidos de un microarreglo
con diferentes tratamientos que incluyen DEX y DEX/CP. La relevancia de este
estudio es determinar la expresion del ARNm de BIRC3 y de la proteina clAP2 al
inhibir el gen BIRC3 mediante ARNi ya que determinar el funcionamiento de

ambos ARNi es fundamental para dar continuidad al proyecto.
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V. Objetivos

1. Objetivo general

Realizar el silenciamiento del gen BIRC3 en la linea celular HeLa, empleando dos ARNs

de interferencia (ARNi) para determinar la eficiencia de cada uno.

2. Objetivos particulares

e Diseflar dos ARNi mediante herramientas bioinformaticas para inhibir al gen

BIRC3 en la linea celular Hela.

e Construir un vector para cada ARNi dirigido contra BIRC3 para transfectarlo en

células Hela.

e Analizar la eficiencia de los ARNi a nivel de ARNm mediante PCR semicuantitativo

y a nivel de proteina mediante la técnica de Western blot.

e Determinar el efecto del ARNi mediante la técnica de proliferacién celular en
cultivo de monocapa y mediante el crecimiento de esferoides, tanto de las

células control como las transfectadas con el ARNi dirigido contra BIRC3.
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VI. Hipbtesis

Si se inhibe la traduccién de la proteina clAP2, la formacién del complejo RIP1-FADD
no estara regulado negativamente y activara a caspasa 8, generando un incremento de

la apoptosis.
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2. Cultivo celular

Se empleé la linea celular HeLa (Numero ATCC CCL-2) derivada de
adenocarcinoma de cérvix que presenta virus del papiloma humano 18 (HPV-
18).

Las células se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
adicionado con suero fetal bovino (SFB) al 5%. Se incubaron a 37°C y en

condiciones de 5% de CO..

Disefio de ARN de interferencia dirigido contra BIRC3

Se empled la herramienta RNAIi designer de Clontech, donde a partir de la
secuencia de referencia NM_001165.4 de clAP2 se obtuvieron dos regiones
blanco para el disefio de los ARNi y se les afiadid sitios de restriccion para las
enzimas BamHI, EcoRl y Mlul. Se analizaron con la herramienta de alineacion

BLAST para verificar homologia con el transcrito de BIRC3.

Tabla 1. Especificaciones de los ARNi empleados

Oligos Secuencia Tm

Top
5/
AATTCACGCGTAAAAAAGCCACAGTGACTTGCTTAT
TCTCTTGAAATAAGCAAGTCACTGTGGCG-3'
Bottom
5
GATCCGCCACAGTGACTTGCTTATTTCAAGAGAATA
AGCAAGTCACTGTGGCTTTTTTACGCGTG-3’

69.0°C

ARNi1

69.3°C

Top
5'-
GATCCATGGCATCCTGATGGCTTATTCAAGAGATAA
GCCATCAGGATGCCATTTTTTTACGCGTG-3’
Bottom
5'-
AATTCACGCGTAAAAAAATGGCATCCTGATGGCTTA
TCTCTTGAATAAGCCATCAGGATGCCATG-3'

69.3°C

ARNi2

69.09°C

4. Alineacién de oligos para el ARN de interferencia

Los ARNi se llevaron a una concentracion de 100 pM para su uso, afiadiendo TE
como buffer. Una vez resuspendidos, se hizo una mezcla entre la hebra

codificante y la complementaria en relacion 1:1 para que la concentracion final
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del oligo de doble cadena fuera de 50 uM. Posteriormente se llevaron al
termociclador en intervalos de temperatura de 95°C durante 30 segundos, 72°C
por 2 minutos, 37°C por 2 minutos, 25°C por 2 minutos y finalmente se

conservaron a -20°C hasta su uso.

Amplificacion de plasmido

Se empled la técnica de MidiPrep con el kit HiSpeed Plasmid de QlAgen. A partir
de un precultivo con bacterias Escherichia coli DH5a competentes, se obtuvo un
pellet que fue sometido a lisis celular y a lavados para obtener ADN del plasmido,

el cual se eluy6 en 500 pL de agua miliQ.

Digestiones con enzimas de restriccidon especificas

Se realizaron cortes con enzimas de restriccion para linealizar el plasmido y
cortar el gen insertado que no es de interés para el experimento. Primero se
realizdé una digestion con la enzima BamHI, que se llevé a un volumen total de 50
microlitros, donde 35.5 pL corresponden a ADN plasmidico, 1 pL de enzima
BamHI (20 000 U/mL), 5 pL de buffer NEB 3.1, y 8.5 de agua miliQ. La reaccién

se incub6 a 37°C durante toda la noche.

La segunda restriccion se realizé con la enzima EcoRlI, que se llevo a un volumen
total de 50 pL, 26 pL corresponden a ADN plasmidico digerido, 1 puL a la enzima
EcoRIl (20 000 U/mL), 5 pL de buffer EcoRI, y 18 pL de agua miliQ. La reaccién

se incub6 a 37°C durante toda la noche.

Purificacion del vector

Para determinar si el vector se linealizé y se separd el gen que no es de interés
para el experimento, se realiz6 un gel de agarosa al 1% donde se corrieron el
marcador de peso molecular, el plasmido sin digerir, una muestra con dilucién
1:10 del plasmido linealizado y 40 pL del plasmido linealizado. Una vez
observado el fragmento correspondiente al vector linealizado se realizé la
extraccion de ADN en gel de agarosa con el kit QlAquick Gel Extraction de
QIAgen. El fragmento obtenido de agarosa se lavd con 3 volumenes de buffer
QG, posteriormente se incubd en el termomix durante 12 minutos a 50°C hasta
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disolver el gel y se afadié 1 volumen de isopropanol. La mezcla obtenida se
colocé en una columna y se centrifugd a 13 000 rpm durante un minuto. Se
descarté el sobrenadante y se hizo un lavado con 750 pL de buffer PE que se
dejé reposar durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm
durante un minuto. Para la obtencion de ADN por elucién, se afiadieron 30 puL de
agua miliQ al centro de la membrana de la columna dejando reposar durante un

minuto y finalmente se centrifugé a 13 000 rpm durante 1 minuto.

Una segunda extraccion se realizé a partir de restriccion enzimatica con EcoRl,
donde el volumen de ADN obtenido fue de 30 uL. Se determind la concentracion

del plasmido después de la segunda restricciéon empleando el equipo NanoDrop.

Ligaciéon

Para ligar el oligo de doble hebra con el plasmido previamente linealizado, se
realiz6 una diluciéon del oligo alineado a una concentracion de 0.5 uM,
posteriormente se realizaron 2 reacciones de ligacién para cada ARNi. Se prepar6
una master mix con 14 pL de plasmido linealizado (25 ng/uL), 3 pl de buffer de
ligasa, 1 uL de BSA (10 mg/mL), 9 uL de agua libre de nucleasas y 1 pL enzima
ligasa (5U/mL). A cada tubo de ligaciobn se le afiadi6 1 pL del ARNi
correspondiente y se llevaron a un volumen final de 15 pL. Las reacciones se

incubaron 3 horas a temperatura ambiente.

Transformacion

Se realiz6 un precultivo con bacterias Escherichia coli DH5a competentes en
medio LB. También se prepard solucion T mezclando 500 pL de solucién T (A) con
500 pL de solucion T (B).

Para realizar 2 transformaciones se tomd una porcién de bacterias de 4x4 mm
del medio previamente sembrado, se inoculé en 4.5 ml de medio C y se incub6
durante 2 horas a 37° con movimiento. Al finalizar la incubacién se centrifugaron
las bacterias en la nanofuga durante un minuto y el pellet obtenido se
resuspendié en 600 pL de soluciéon T, se incubd 5 minutos en hielo y se
centrifugd 1 minuto en la nanofuga para después resuspender el pellet en 240 pL
de sol T y se incub6é nuevamente 5 minutos. Durante esta incubacién, en tubos
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10.

11.

de 1.5 ml se agregaron 3 pyL de la mezcla de ligacién a cada tubo y se dejaron en
hielo por 2 minutos. Posteriormente se adicionaron 50 puL de las células
preparadas a cada tubo con la mezcla de ligacién y se incubaron 5 minutos en
hielo. Finalmente se sembré cada contenido de los tubos en agar LB con
ampicilina (100ug/uL) en placas y se dejaron en incubacion toda la noche a
37°C.

Al siguiente dia se seleccionaron 5 colonias de las transformaciones con ARNil y
5 colonias transformadas de ARNi2. Cada una se sembré en 5 mL de medio LB

con ampicilina (100ug/pL) y se incubaron durante toda la noche a 37°C.

Amplificacién de plasmido transformado

Se empled el kit QlAprep Spin Miniprep de QlAgen. A partir de un precultivo con
células Escherichia coli DH5a competentes transformadas con 2 ARNi diferentes,
se obtuvo un pellet que se sometid a lisis celular y a lavados para obtener ADN
de las colonias aisladas y se eluydé con 50 pL de agua miliQ, se midi6 la
concentracién de ADN para cada colonia con el equipo NanoDrop y se eligieron
las colonias con mayor concentracion de ADN y mejor calidad para verificar la

transformacion.

Parar verificar que la transformacion se efectué en las colonias, se realizé una
digestion enzimética del ADN obtenido de las células transformadas con la
enzima Mlul, donde se emplearon 500 ng de ADN y se llevaron a un volumen
final de 20 pL, adicionando 1 uL de enzima Mlul, y 2 pL de buffer NEB 3.1. Se
elaboré un gel de agarosa al 2% con las muestras para verificar cuales eran
transformantes al comparar el ADN plasmidico no digerido con el respectivo ADN
aislado de las colonias. Posteriormente se seleccioné la colonia con mayor
concentraciéon de ADN de cada transformacion (1 para el ARNil y otra para el
ARNi2), y se realizé un precultivo en medio LB, para finalmente purificar el ADN

plasmidico con el kit HiSpeed Plasmid Midi kit.

Transfeccion

Para medir la expresion de clAP2, se sembraron 200 000 células HelLa por pozo

en cajas de 35 mm. Una vez alcanzada la confluencia de 80%, las células se
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transfectaron con tres vectores: 1) Control con vector LUC, 2) ARNil y 3) ARNiZ2.
En cada transfeccion se emplearon 150 pl de medio DMEM sin suero y 10 uL de
lipofectamina que se incubaron durante 5 minutos, también se prepararon 3
soluciones que contenian 150 pyL de medio sin suero y su respectivo ADN a
concentraciéon de 2 pg/ul. Posteriormente se mezclé la reaccién de lipofectamina
con la de ADN y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Cada caja fue
sembrada con los 300 L obtenidos y se afiadieron 400 uL mas por cada caja. Se
incubaron durante 4 horas a 37°, con suministro de CO,, para después retirar el
medio y afiadir 2 ml de medio DMEM con 5% de SFB.

Dos dias después de la transfeccion, se afiadié puromicina como marcador de
seleccién a una concentracién de 10ug/pl. Se incubaron a 37°C con suministro de

CO, durante 1 semana.

Extraccion de ARN total

El ARN total de las células se extrajo con el reactivo TRIzol. Las células se
homogenizaron con el reactivo, y se adicioné cloroformo, en esta etapa se
obtuvieron dos fases, la fase acuosa tratada con isopropanol y etanol con agua
dietil-pirocarbonato para la obtencion de ARN, el cual se disolvié en agua miliQ.
Posteriormente se cuantific6 mediante el equipo NanoDrop con el fin de obtener

su relacién 260/280 y su concentracion.

Sintesis de ADN complementario

Se empledé la técnica de RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) para sintetizar ADNc a partir del ARN obtenido. La sintesis se efectud
partiendo de una concentracion de 2000 ng/uL de ARN total y se empled el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription. Para ello se hizo un master mix que
contiene buffer de reaccion, una mix con dNTPs, hexameros sintetizados al azar,
la enzima transcriptasa reversa y agua libre de nucleasas, asi como el ARN
correspondiente a cada muestra, obteniendo un volumen total por tubo de 20 pL.
Posteriormente las 3 reacciones que corresponden al control, y los dos ARNi se
incubaron 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C. Los tubos

se guardaron a -20°C hasta su uso.
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14. Reaccidon en cadena de la polimerasa semicuantitativo (PCR)

Para verificar la presencia de IAP2 en las células transfectadas, se amplifico el
ADNc haciendo uso de los reactivos para esta técnica: buffer de reaccién con
cloruro de magnesio, dNTPs, primers especificos para el mensajero de clAP2,
polimerasa AmpliTaq Gold, y ADNc normalizado para cada muestra, llevados a un
volumen final de 25 pL por reaccion. De acuerdo al disefio de los primers, se
establecieron los ciclos de reaccion, asi como las Tm. La expresion del ARNm se
normalizé con la expresibn de TBP. Los amplicones obtenidos se analizaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Tabla 2. Especificaciones de los primers empleados \

Oligos Secuencia Tm
Sentido
55.9 °C
57 -CCAGACTGGCAGCAAGAAAAT -3’
TBP
Antisentido
55.6 °C
37 -CCTTATAGGAAACTTCACATCACAGC -5’
Sentido
60.8 °C
57 -GAATACTCCTGTGATTAATGCTGCCGTGG -3~
cIAP2
Antisentido
59.8°C
3 -TCTCTTGCTTGTAAAGACGTCTGTGTCTTC -5~

15. Extraccion de proteinas

Se realizé la extraccion con el buffer de lisis RIPA, para ello se rasparon las
células de una caja de cultivo y se centrifugaron en la nanofuga durante 1 minuto
para obtener un pellet. El sobrenadante se descarté y al pellet se le afiadieron
100 pL de la mezcla que contiene el reactivo RIPA al 1X e inhibidores de proteasa
1X, el pellet se resuspendidé con ayuda de una jeringa de 1 ml y se incubd en
hielo por 10 minutos. Pasada la incubaciéon se centrifugaron a 10 000 rpm
durante 30 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se separ6 y guardd a -
20°C.
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Western blot

Se efectud la estandarizacion de proteinas, partiendo de un gel de acrilamida al
12%. Las muestras se desnaturalizaron 10 minutos a 99°C. Se cargaron 4
carriles, 1 carril con marcador de peso molecular y 3 carriles del gel con las
muestras. La corrida se efectué a 120 V y 20 mA por 1 hora 45 minutos. Una vez
obtenido el gel, se realizé la transferencia a 15 V por 15 minutos, y tinciéon del
gel obtenido, después se realizé el bloqueo de la membrana con el anticuerpo
primario “cIAP2 rabbit Mab” en una dilucién 1:1000. Transcurrida la incubacion
se realizaron lavados para eliminar el exceso de solucién de bloqueo y anticuerpo
y la membrana se incubdé con el anticuerpo secundario anti conejo,
posteriormente se elimind el exceso con lavados y se reveld la membrana por
luminiscencia. La normalizacion se realizé partiendo de un gel de proteinas al

12% que fue tefido con azul de Coomasie.

Proliferaciéon celular

En una placa de 96 pozos se sembraron 100 células/ 200 pL por pozo, en 48
pozos, correspondientes a un seguimiento de 8 dias de experimentacién por
triplicado. Las células sembradas corresponden al control y a las transfectadas
con el ARNi2.

La fijacion con etanol al 70% se realiz6 cada 2 dias durante 8 dias y una vez
fijadas se tifieron con cristal violeta. Finalmente se adicioné acido acético al 33%

y se determiné la absorbancia a 570 nm.

Esferoides

Se sembraron 1 000 000 de células control y de células transfectadas con ARNi2
en botellas de 12.5 cm?, con medio Leibovitz y 5% de SFB en incubacién a 37°C
sin suministro de CO,. Se realiz6 cambio de medio cada 2 dias y se tomaron
fotografias antes de realizar el cambio de medio para determinar el tamafo

promedio de los esferoides.
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VIIl. Resultados

Disefio de ARNi

Un paso crucial para la efectividad de los ARNi es el disefio de estos, para ello
primero se determinaron las secuencias blanco con la herramienta RNAi Target
Sequence Selector de Clontech, cuya seleccidon se basé los criterios establecidos

por diversos autores (Reynolds, A. y col., 2004, Elbashir, SM y col., 2001):

Porcentaje de CG de 36 a 52%
Estabilidad de la Tm en los extremos 3"y 5~
Repeticion de bases consecutivas menor a 4

Evitar secuencias homoélogas a genes diferentes a BIRC3.

Posteriormente con la herramienta shRNA Sequence Designer de Clontech, se
disefiaron los ARNi afadiendo los extremos de reconocimiento para las enzimas
EcoRl y BamHI del vector pSIREN retro Q, asi como un sitio de restriccién para
Mlul y la secuencia TTCAAGAGA que funciona para generar el bucle que da lugar

al shRNA.

. Restriccion enzimética con BamHI y EcoRl

En la imagen se observan en el pozo 1 el marcador de peso molecular 2-Log DNA
Ladder, en el segundo pozo se corrié una dilucién 1:10 del plasmido sin digerir
para tenerlo como referencia antes del corte enzimatico, en el pozo 3 se aprecian
bandas en 6.4 kb que corresponden al pldsmido, y una banda en 1 kb, que

corresponde con el peso del gen YY2 que se liberd para la obtencién del plasmido

linealizado.
1 2 3

6.4 kb
Figura 7: Restriccion enzimatica
con BamHI y EcoRI. En el carril 3
se observan dos bandas, la primer
banda en 6.4 kb corresponde al
plasmido pSIREN retroQ linal y la

1.1 kb segunda banda que aparece en

1kb, corresponde al gen YY2.
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3. Clonacioén de los vectores

Se empled el plasmido pSIREN retroQ, al cual se ligé los oligos top y bottom
alineados de cada ARNi para obtener 2 vectores (uno para el ARNil y otro para el

ARNi2).

Figura 8: Obtencion del vector con el ARNil. Se muestra el mapa del

vector, asi como los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y EcoRlI,

donde se inserta el oligo de doble cadena previamente alineado.
Posteriormente se genera el shRNA por apareamiento de bases y el bucle
formado es escindido por Dicer una vez que es procesado por la célula.
Modificado de Clontech Laboratories 28
http://www.yrgene.com/documents/vector/utf-8zh-cnpt3737-5.pdf



4. Digestion con Mlul

Después de la transformaciéon de las bacterias Escherichia coli DH5a competentes
se corrobora la presencia del ARNi en cada vector. Para ello, en el disefio del
ARNi se adiciond la secuencia ACGCG que es reconocida por la enzima Mlul. A
partir de las colonias aisladas y cultivadas en agar LB con ampicilina 100ug/uL,
se seleccionaron las que presentaron mayor crecimiento bacteriano y se realiz6 la
extraccién de ADN para finalmente correr un gel de agarosa al 2% que muestra

el corte de la enzima.
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Figura 9: Gel de agarosa al 1% con restriccion enzimatica con Mlul. a) En los
carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 se encuentra el ADN plasmidico sin restriccién. En los
carriles 2, 4, 6 y 8 se corrié el ADN plasmidico después de la restriccion con Mlul de
4 colonias transformadas con el ARNi 1. En los carriles 10 y 11, se observan bandas
después de la restriccion con Mlul en 2 colonias transformadas con el ARNi2. Se
emplearon las colonias de los carriles 9 y 13 para realizar la transformacion con
células HelLa ya que su relacion 260/280 y la concentracion de ADN fue la mejor. b)
Ampliacion del pozo 6 y 7 donde se observan 3 de las formas de plasmido sin
digestion y al ser cortados por Mlul, se observa la forma super enrollada.
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5. Estandarizacion de clAP2

Para determinar las condiciones o6ptimas para la amplificacion de clAP2, se
realiz6 una curva a diferente niumero de ciclos con un volumen determinado de
ADN complementario del control, en donde el producto de interés que presentd
una banda nitida y sin saturacién se seleccion6 para determinar la expresion del

ARN mensajero de clAP2.

Figura 10: Estandarizacion de cIAP2. La imagen muestra las bandas obtenidas a 30,
35 y 40 ciclos. Se eligieron las condiciones a 35 ciclos por presentar una banda nitida
pero no saturada, a diferencia de la banda observada a 30 ciclos que no se aprecia
claramente, o la de 40 ciclos que se observa saturada.

6. Expresion de ARN mensajero de clAP2

Posterior a la transfeccion de células HelLa con los ARN de interferencia y el
control, se realizé la extraccién de ARN total para obtener ADN complementario,
empleado para realizar la PCR de TBP y clAP2. TBP se normalizé y con ello se
establecieran las condiciones para realizar la PCR de clAP2. Los productos de PCR

de TBP tienen un peso de 119 pb, mientras que los de clAP2 de 351 pb.

Figura 11: Expresion del ARNm de cIAP2. El carril 2 muestra que a nivel de ARNm no se
obtuvo una disminucién por efecto del ARNi1l comparada contra el control y en el caso del
ARNi2 se aprecia una disminucion del ARNm de BIRC3 comparada contra el control. Como
gen constitutivo se observa la normalizacién de TBP. 30



7. Western blot

Se realiz6 un Western blot para determinar la expresion de la proteina clAP2 en
las células control y las transfectadas con el ARNil y el ARNi2. La normalizacion

se realizo a partir del gel de acrilamida al 12%.

clAP2

Figura 12: Expresion de la proteina
cIAP2. a) Gel de proteinas tefiido con
azul de Coomasie donde se aprecian
bandas uniformes en los carriles 1, 2 y
3; b) En el carril 2 y 3 se observa la
inhibicion de la proteina por accion de
cada ARNi al ser comparado contra el
control.

8. Proliferacion

Se realiz6 una grafica para observar la proliferacién entre células control y las

células transfectadas con el ARNi2.
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Grafica 1: Proliferacion de HelLa control y HeLa ARNi2. En la grafica se 31

observan las barras de desviacion estandar para cada muestra.



Esferoides

Se midieron los diametros de los esferoides con micrometro ocular, se tomaron
fotografias representativas de diferentes dias y se determind el promedio de
tamafio a partir del conteo de 10 esferoides tanto control como ARNi2, el

experimento se siguié durante 16 dias.
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Grafica 2: Curva de crecimiento de esferoides HeLa control y HeLa ARNi2. En
la grafica se observan las barras de desviacion estandar para cada muestra.

Dia 2 Dia 10 Dia 16

Control ARNi2 Control ARNi2 Control

Figura 13: Fotografias de esferoides a los dias 2, 10 y 16 de crecimiento. Se
muestran los cambios morfolégicos de los esferoides control comparados con los
transfectados con el ARNi2 en diferentes dias de crecimiento. La barra de cada
fotografia al lado inferior derecho corresponde a una escala de 50 pum. 32



IX. Discusion

La proteina clAP2 tiene diferentes funciones entre las que se encuentran
modulacion de la inflamacién e inmunidad, proliferacién celular, sefializacién de
cinasas mitogénicas, invasion celular, metastasis y apoptosis. La funciéon de
apoptosis ha sido ampliamente estudiada por la participacidon que ejerce en la via
extrinseca (PhosphoSitePlus, 2017). Los dominios de la proteina han sido
estudiados para determinar su funcién, y se encontré que el dominio RING puede
funcionar de manera dependientes de los dominios CARD y BIRC, promoviendo la
ubiquitinacién de caspasa 7 y caspasa 3 (Huang, H. y col. 2000). Estudios
posteriores revelaron que posee actividad de E3 ubiquitin ligasa gracias a su
dominio RING, esta caracteristica le permite participar en la regulaciéon de la via
NF-kB (Budhidarmo, R. y Day, C. 2014).

El uso de ARNi para la disminuciéon de la expresiéon del ARNm y proteinas es un
modelo que por la facilidad de uso y rapidez, permitié realizar pruebas que seran
de utilidad para el estudio de clAP2. La relevancia de este proyecto es brindar
una herramienta que serd empleada para evaluar el efecto protector a apoptosis
conferido por DEX en céancer cerivocuterino, donde se cree que esta proteina
juega un papel importante. Para ello se disefiaron 2 ARNi de tipo shRNA, ya que
se ha demostrado que en promedio, solo 1 de cada 5 shRNA/siRNA funciona
efectivamente contra el gen blanco y que se deben dirigir a regiones diferentes
de la secuencia blanco (Kumar, R y col. 2003; Mocellin, S. y Provenzano, M.
2004). De ahi la importancia de probar al menos 2 de ellos para tener mas

posibilidades de realizar un knock-down efectivo.

Para construir los vectores, se linealizé el plasmido con el corte de las enzimas
BamHI y EcoRIl (Figura 7), ambas enzimas producen extremos cohesivos que
dejan libre una sola cadena de ADN para que posteriormente la enzima ligasa
una los extremos generados del pldsmido pSIREN retroQ linear con cada uno de
los ARNi (ARNil1 y ARNi2), obteniendo dos vectores (Figura 8).

Posterior a la construccion de los vectores se transformaron células Escherichia

coli DH5a competentes con éstos y se aislaron colonias diferentes para cada
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ARNi, de las que se obtuvo ADN empleado para verificar que el proceso de
ligacion de los vectores se haya efectuado correctamente mediante una
restriccion con la enzima Mlul (Figura 9), sin embargo no se observé la forma
lineal una vez realizada la restriccidon por la ineficiencia de la enzima, por ello se
realizé directamente la técnica de PCR en la cual previamente, de las colonias
obtenidas, se selecciond la colonia representativa de cada ARNi, se realizé la
amplificacion de cada una de ellas y se purific6 el ADN, que fue usado para

transfectar en células Hela.

Para determinar el efecto de cada ARNi se empleé la técnica de PCR con primers
dirigidos hacia el ARNm de BIRC3. Para determinar las condiciones 6ptimas para
la amplificaciéon de clAP2, se realizé una estandarizacién del proceso (Figura 10).
Al realizar la PCR y cotejar el control contra los dos ARNi (Figura 11), se obtuvo
una inhibicién Unicamente por el ARNi2, donde se aprecia una banda menos
saturada comparada con el control, lo que indica la degradacién del mensajero
por lo tanto efectividad del ARNi. Por otro lado, el ARNil no degradd el
mensajero, y la banda se observa similar al control. Ambos shRNA se encuentran
dirigidos a la region 3'UTR del gen, que previamente se ha reportado (Lai, CF. y
col. 2013) permite el efecto de represiéon ejercido por el siRNA al igual que si se
dirigiera a la region codificante. El motivo por el que se atribuye una efectividad
diferente de cada siRNA es la estabilidad termodinamica de la estructura
secundaria tanto de la secuencia blanco como del siRNA. Con el fin de establecer
esta relaciébn en el proyecto, se necesita de un analisis con herramientas
bioinformaticas que permitan conocer la interacciobn de cada shRNA con su

respectiva secuencia blanco.

Para determinar si existe una inhibicion de la proteina clAP2, se realizé la
extraccion proteica de las células tanto el control, como las transfectadas con el
ARNi2 y el ARNi2, y se realiz6 un Western blot con el anticuerpo especifico a la
proteina clAP2. La Figura 12 muestra disminucidon en la expresion de la proteina
clAP2 comparadas con el control sin embargo es necesario realizar la
normalizacién con el gen constitutivo B-tubulina para determinar si se realiz6 un

knock-down efectivo con ambos siRNA.

Con el fin de conocer el efecto del ARNi2, que fue el que mostré efectivdad en el

knock-down del ARNm, se realizé un ensayo de proliferacion (Grafica 1) donde la
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tendencia que presenta el control y las células transfectadas con el ARNi es
similar y no existe diferencia significativa (p>0.05) entre ambos al aplicar la
prueba estadistica de Mann-Whitney. También se observan las barras de
desviacion estandar, que permiten determinar que la dispersion de los datos es
baja por lo que el comportamiento del experimento en sus repeticiones es
similar. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Jin, H. y Lee, T.
en 2006, que evalla la participacion de clAP2 en el ciclo celular y muestra que
en células HelLa control y tratadas con un siRNA dirigido a clAP2, no existe
diferencia significativa en la proliferacion celular entre los tratamientos y el siRNA

por si solo, no afecta el progreso normal del ciclo celular.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esferoides indican un comportamiento
similar entre el control y las células transfectadas con el ARNi2, como se observa
en la gréfica 2, donde tampoco se encontré diferencia significativa (p>0.05) al
analizarlos estadisticamente con la prueba de Mann-Whitney. Las desviaciones
estandar son elevadas debido a la técnica, ya que las células no poseen una
distribucibn homogénea y controlada en el medio, por lo tanto el contacto entre
ellas es variable lo que permite que formen esferoides de diversos tamafos y
formas. La ventaja del método radica en la facilidad para llevarlo a cabo y el
costo es mas bajo que el uso de materiales y equipo especializados (Yuhas, J. y
col., 1977; Hamilton, G. y col., 2001; Lin, RZ. y Chang, HY. 2008). El tamafio de
los esferoides en células HelLa control reportados por Baek, N. en 2016 es de
alrededor de 157 pm al dia 3 de crecimiento; sin embargo, la variacién en el
tamafo (Figura 12) puede deberse al tipo de método usado para el crecimiento
de esferoides. Ademas no se han registrado reportes del tamafio de esferoides en

células HeLa empleando ARNi contra BIRC3.

De acuerdo al mecanismo de clAP2, se esperaria tener un alto indice de
apoptosis ya que la inhibicién de clAP2 permite que RIP1 forme un complejo con
FADD, activando a caspasa 8 y generando apoptosis. Previamente se han
realizado knock-down de clAP2 y en un estudio se demostré que en lineas
celulares de mieloma multiple la inhibicion de clAP1, clAP2 y XIAP es necesaria
para la induccién a apoptosis (Ramakrishnan, V. y col., 2012). También se ha
probado la efectividad de los siRNA de clAP2 en la linea celular PC-3 de cancer de

prostata, donde se logra una disminucién de la proteina y el ARNm comparado
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con el control, pero cuando se realiza un pool de clAP2, clAP1 y XIAP, se logra
una efectividad mayor del knock-down. Este estudio concuerda con los resultados
experimentales del ensayo de proliferacién, en donde el efecto de un siRNA, por
si mismo, no es capaz de generar cambios en la proliferacién celular. Como parte
del estudio previamente mencionado también se midié la apoptosis basal
empleando el pool de siRNAs y no hubo un incremento en esta, lo anterior,
comparado con los resultados obtenidos, sugiere que es necesario realizar
pruebas con diferentes concentraciones de los ARNis y emplear otros métodos de

silenciamiento (Gill, C. y col. 2009).

En este proyecto seria necesario realizar un ensayo para medir caspasa 8 o
anexina V para comprobar el efecto apoptético real que produce cada ARNiI en las

células Hela.
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X. Conclusiones

Se disefiaron 2 ARNi contra el gen BIRC3 que permitieron la construccidon de

vectores para cada ARNi disefiado.

Se analiz6 la expresion a nivel de ARNm de cada ARNi en el que solo uno de ellos

fue efectivo.

Se analiz6 la expresion de la proteina clAP2 para determinar el efecto de cada

ARNi pero no se obtuvieron resultados concluyentes.

Se analizé la proliferacion celular para el ARNi2 y el control y no se encontrd

diferencia significativa entre ambos.

Se analiz6 el crecimiento de esferoides con el ARNi2 y el control y no se encontré

diferencia significativa entre ambos.
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X|. Perspectivas

Realizar la normalizacion de la técnica de Western blot con el gen constitutivo B-
tubulina para determinar si se realiza un knock-down efectivo a nivel de proteina

por ambos ARNi.
Realizar ensayos de apoptosis para conocer el efecto real ejercido por el ARNiZ2.

Realizar ensayos de proliferacion y crecimiento de esferoides con el ARNil para

determinar su comportamiento.
Emplear los ARNi para el estudio del efecto protector a células de cancer

cervicouterino conferido por DEX cuando se induce apoptosis por CP y determinar

el papel que juega la proteina clAP2 en esta via.
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