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Resumen

El cancer es un padecimiento sumamente complejo que actualmente afecta a la
poblacién mundial, razén por la cual su estudio ha adquirido gran importancia en la
ultima década. Esta enfermedad, puede afectar cualquier parte del organismo,
ademas de ser un padecimiento muy diverso debido a que un mismo tipo de cancer
posee caracteristicas unicas entre individuos, a pesar de desarrollarse en el mismo
organo. Una de las caracteristicas que se ha observado presentan las celulas
cancerigenas es la inhibicidon del proceso de apoptosis, la cual contribuye al desarrollo
tumoral. La importancia de la apoptosis radica en que es el principal mecanismo de

muerte celular, que ayuda al mantenimiento de la homeostasis celular.

La apoptosis es mediada por diversas familias de proteinas, un ejemplo es la familia
de las proteinas IAPs (proteinas inhibidoras de apoptosis, por sus siglas en inglés
“Inhibitor of Apoptosis Proteins”). Dentro de esta familia se encuentra la survivina;
quien ademas de participar en la inhibicion de la apoptosis, tiene un papel importante
en el ciclo celular. La survivina se expresa en diversos tipos de cancer, y su elevada
expresion se asocia a un mal prondstico para el paciente, ademas algunos estudios
la relacionan con la resistencia a las principales terapias que existen actualmente
contra el cancer. Por lo cual, conocer y entender los mecanismos involucrados en la
regulacion de la survivina, han adquirido suma importancia en el estudio y la busqueda
de nuevas terapias contra este padecimiento.

Experimentos previos realizados en el laboratorio, sugieren la posible participacion

de la proteina hnRNP H1 en la regulacién de la expresion de la survivina. Se tiene
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muy poca informacién acerca de los procesos en los cuales interviene la proteina
hnRNP H1, a pesar de ser miembro del grupo de proteinas hnRNPs que participan
de manera importante en multiples aspectos del metabolismo de los acidos
nucleicos como la maduracioén y estabilidad del ARN mensajero. Pero la informacion
aun es muy limitada, por lo cual, los experimentos encaminados a esclarecer su
funcion aportarian informacién valiosa para su entendimiento en el proceso

apoptatico.

El presente trabajo tuvo como finalidad establecer la participacion de hnRNP H1 en
la regulacion de la expresion de survivina, mediante la inhibicion de hnRNP H1
utilizando un ARN de interferencia (ARNi). Y los resultados obtenidos sugieren que
hnRNP H1 participa en la regulacion a nivel de proteina de survivina mediante
mecanismos independientes a la regulacion a nivel de ARN mensajero, afectando
la proliferacién celular en la linea HelLa y la formacion de esferoides en la linea

MCF-7, mediante mecanismos que deberan determinarse en trabajos posteriores.
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Marco tedrico

Cancer

El cancer es un término que hace referencia a un conjunto de enfermedades que
pueden afectar cualquier parte del organismo, se caracteriza principalmente por un
crecimiento anormal de células, lo que repercute de manera directa en la

homeostasis celular del organismo (Hanahan y Weinberg, 2000).

El cancer representa un problema de salud a nivel mundial. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud en el afio 2012 se diagnosticaron 14.1 millones de casos nuevos
y 8.2 millones de muertes en todo el mundo (Globocan, 2012), lo que la coloca como
la segunda causa de muerte en el mundo. Los tipos de cancer que se presentan
con mayor frecuencia a nivel mundial son: el de pulmon en hombres y el de mama
en mujeres; siendo estos dos también la principal causa de muerte en ambos
géneros. En cuanto a México el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
“‘INEGI” reportd en 2014 que el cancer es la tercera causa de muerte, siendo los de
mayor incidencia en el pais: el cAncer de mama en mujeres, el cancer de préstata y

cancer gastrico en hombres (INEGI, 2014).

Las posibles causas por las que se desencadena este padecimiento son muy
variadas, de manera general se pueden clasificar en dos grandes grupos: los
factores externos y los factores internos. Los factores externos dependen de una

alta exposicion a: agentes quimicos, agentes radiactivos, algunos alimentos,
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exposicion a contaminantes, asi como algunos habitos como el tabaquismo, entre
otros (Preston y Malcom, 1990). En cuanto a los factores internos, estos se
observan en alteraciones en el genoma como son: mutaciones, translocaciones,
deleciones, inversiones, cambios epigenéticos, etc. (Vogelstein y Papadopoulos,
2013). Ambos factores, tanto externos como internos pueden ejercer su accion en
conjunto o en secuencia para iniciar o promover el desarrollo del cancer. Por lo
tanto, el proceso por el cual una célula normal se transforma en una celula tumoral
es sumamente complejo y variado, de hecho, un mismo tipo de cancer a pesar de
desarrollarse en el mismo érgano es diferente en cada individuo, tanto en la
generacion del tumor asi como también a nivel genético, lo que dificulta en gran
medida el diagnodstico y el tratamiento para los pacientes (Vogelstein y
Papadopoulos, 2013); convirtiendo el cancer en una patologia sumamente
compleja. Sin embargo, pese a las diferencias antes mencionadas, numerosos
estudios facilitaron la elaboracion de un compendio con las principales
caracteristicas que poseen las células tumorales; éstas caracteristicas se conocen

como “Hallmarks of Cancer’ o marcas distintivas del cancer.
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Marcas distintivas del cancer (Hallmarks of Cancer)

Las marcas del cancer, los cuales nombraremos Hallmarks de aqui en adelante,
son caracteristicas que presentan las células tumorales y se describieron por
primera vez en el aiio 2000 por Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg. Colocando
una lista con seis caracteristicas, cifra que aumentaria a diez Hallmarks en el afio

2011.

Los Hallmarks son un grupo de alteraciones cuya aparicién varia de un tumor a otro
y que, ademas, puede presentarse en uno o varios de ellos a lo largo de las
diferentes etapas del proceso carcinogénico, esto depende en gran parte del
ambiente tumoral en el cual se origine la neoplasia y varian entre los tumores del
mismo tipo y entre los que no lo son (Hanahan y Weinberg, 2011). Los Hallmarks

se mencionan a continuacion:

Sefales de proliferacion sostenida: este es el rasgo mas caracteristico de las
células cancerigenas, como se menciond anteriormente las células se encuentran
en un constante equilibrio de proliferacion y muerte, asegurando asi la homeostasis
celular. Asi pues, para que las células normales pasen a un estado de proliferacion
controlado es necesario que reciban sefales de crecimiento por medio de la union
de diferentes ligandos a sus respectivos receptores transmembranales, mientras
que las células cancerosas son capaces de producir factores de crecimiento sin
ningun estimulo previo, lo que resulta en la estimulacion autocrina proliferativa
(Hanahan y Weinberg, 2000); entre los factores involucrados en dicho proceso se
encuentran componentes de matriz extracelular y moléculas de adhesién, por

mencionar algunos.

10
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Insensibilidad ante las sefiales de paro de proliferacion: dentro del
funcionamiento normal de las células se encuentran los mecanismos
antiproliferativos, que constan de inhibidores de crecimiento solubles dentro de la
matriz extracelular. Las células cancerosas son capaces de evadir dichos
mecanismos, por ejemplo, se ha reportado que cuando el gen Rb se encuentra
mutado, la célula permite el paso de la fase G1 a S, asi como la desactivacion de
integrinas y otras moléculas de adhesion encargadas de mandar sefales de paro

(Hanahan y Weinberg, 2011).

Evasion de la apoptosis: esta es una de las caracteristicas principales de las
células cancerosas, ya que la evasion a este mecanismo es fundamental para que
las células continuen proliferando descontroladamente. Algunas de las causas del
mal funcionamiento del mecanismo de apoptosis se deben a la perdida de funcién
de algun factor pro-apoptotico, por ejemplo: mutaciones en el gen supresor de tumor
pd3 el cual, se encarga de detectar dafnos en el ADN y es capaz de parar la
proliferacion celular o también por la inhibicién de algun miembro de la cascada de
las caspasas, tema que se discutira ampliamente mas adelante (Hanahan y

Weinberg, 2011).

11
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Potencial replicativo ilimitado: dentro de los sistemas de regulaciéon de
proliferacion con los que cuentan las células normales, e independiente a los
mencionados con anterioridad, se encuentra la cantidad de eventos de replicacion
que pueden llevar a cabo las células. Este mecanismo se origina a partir del
acortamiento de los teldmeros, ubicados en los extremos de los cromosomas, cuya
funcidn consiste en proteger la integridad del ADN, ademas de resolver el problema
del término de la replicacion (Xu y Shang, 2013). Asi pues, todas las células cuentan
con un numero limitado de replicaciones y cuando este se cumple dejan de dividirse
y pasan a un estado denominado de senescencia. En diferentes estudios se ha
observado que las células cancerosas pueden evadir este mecanismo de regulacion
mediante la extensidn de los telomeros, ya que son capaces de sobre expresar la
enzima telomerasa; la cual Unicamente se encuentra activa en: células madre,
células progenitoras humanas y células germinales; la mayoria de las células
somaticas carecen o presentan niveles bajos de telomerasa, por lo que esta sobre
expresion permite a las células cancerosas replicarse ilimitadamente (Hanahan y

Weinberg, 2000, Xu y Shang, 2013).

12
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Angiogénesis sostenida: se refiere a la capacidad de las células cancerigenas de
promover la formacion de nuevos vasos sanguineos, con el fin de transportar
oxigeno y nutrientes a las zonas mas internas del tumor y desechar los residuos del
metabolismo resultante. Se ha encontrado que en algunos tumores la sobre
expresion de factores como VEGF (factores de crecimiento endotelial) y FCF
(factores de crecimiento de fibroblastos) son esenciales en la generacion de vasos
sanguineos. Por otro lado, también se ha reportado que se presenta una baja
expresion de inhibidores angiogénicos como la frombospondina-1, mientras que en
las células normales se observd lo contrario: baja expresion de factores de

crecimiento y alta expresion de trombospondina-1 (Hanahan y Weinberg, 2000).

Invasién y metastasis: la metastasis se refiere a la capacidad de las células
tumorales de migrar de su punto de origen a otros érganos, comprometiendo asi el
funcionamiento de dicho érgano. El proceso metastasico consta de diferentes
etapas y necesita de condiciones especificas, algunas favorecidas en gran parte por
el microambiente, para generar células capaces de migrar a través del sistema
sanguineo, lo que lo hace un proceso sumamente complejo. Esta capacidad
representa una caracteristica mortal; ya que el poder migrar le permite a su vez
invadir otros tejidos, lo que dificulta en gran medida el tratamiento, llevando a los

pacientes a un mal prondstico (Hanahan y Weinberg, 2000).

13



TINTANA

Desregulacion de las vias metabdlicas: como parte del proceso carcinogénico se
da un ajuste del metabolismo, para que las células cancerosas obtengan nutrientes,
promoviendo asi el crecimiento y la division. Se ha demostrado que las células
cancerigenas prefieren la obtencién de energia por medio de la “glucolisis aerobia’,
efecto conocido como Warburg, el cual propone que las células cancerigenas aun
en presencia de oxigeno obtienen energia por medio de la glucdlisis, cuyo
mecanismo da como resultado solo dos moléculas de ATP, pudiendo obtener 32
por medio de la fosforilacion oxidativa en presencia de oxigeno. Las células
cancerigenas, a pesar de tener los sustratos para poder obtener un mayor numero
de moléculas de energia, obtienen un numero mucho menor de moléculas de ATP,
ya que algunos intermediarios generados en la glucdlisis, dan pie a la formacién de
nucledsidos, aminoacidos entre otras moléculas, los cuales ayudan a su vez a la
formacion de macromoléculas necesarias para la proliferacion celular. Por otro lado,
también algunos de estos intermediarios propician un ambiente tumoral idoneo para

el crecimiento o desarrollo del tumor (Hanahan y Weinberg, 2011).

Inestabilidad del genoma: representa el conjunto de alteraciones genéticas que se
presentan durante el desarrollo del tumor dentro de las que se encuentran:
mutaciones, ganancia de funcion, deleciones, variacion en el numero de copias,
entre otras; por lo que muchos de los Hallmarks antes mencionados dependen en
gran medida de las alteraciones en el genoma de las células neoplasicas (Hanahan

y Weinberg, 2011).

14
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Evasion del sistemainmuney Promocion de lainflamacion: como es de esperar
el sistema inmune reacciona ante la presencia de las células cancerosas, por
ejemplo: mediante la produccién de células NK “asesinas naturales” por sus siglas
en inglés Natural Killer, las cuales son capaces de reconocer y de eliminar las
células tumorales (Hanahan y Weinberg, 2011). Las células cancerigenas también
son capaces de evadir al sistema inmune mediante la desactivacién de factores
clave, por ejemplo, secretando TGF- 8 u otro factor inmunosupresor capaz de
paralizar la infiltracién de células CTL (linfocitos T citotoxicos por sus siglas en inglés
“Cytolytic T Lymphocyte”) y células NK. Por otro lado, las células cancerigenas
promueven la inflamacion, proceso inmunoldgico que se activa como respuesta ante
una lesién o dano. Ya que este estado propicia un microambiente tumoral adecuado
para que las células cancerosas proliferen, aportando diferentes compuestos como
son: factores de crecimiento, factores de supervivencia proangiogénicos, especies
reactivas de oxigeno (implicadas en la malignidad del tumor), entre otros,
promoviendo de esta manera el proceso carcinogénico (Hanahan y Weinberg,

2011).

15
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Apoptosis
La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo que se da de manera

organizada en respuesta a estimulos extra o intracelulares. Se caracteriza por la
respuesta conjunta de cambios especificos, entre los que se encuentra la
condensacion y fragmentacion nuclear, pérdida de adhesién de la matriz
extracelular, pérdida de la estructura dinamica de la membrana, degradacién de las
proteinas del citoesqueleto y finalmente fragmentacion del ADN (Ouyang y Shi,

2012).

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular que se activa cuando el
daino al ADN es irreparable. Existen dos vias principales de activacion de la
apoptosis (figura1); la via extrinseca y la via intrinseca. La via extrinseca conocida
también como de receptores de muerte (RecepM), se activa por la uniéon de sus
respectivos ligandos extracelulares (L), a los receptores intramembranales, como lo
son el receptor Fas y el factor de necrosis tumoral TNF, por mencionar algunos.
Estos receptores poseen dominios de muerte DD; por sus siglas en inglés dead
domains, los cuales permiten la formacion del complejo “L-RecepM-DD” o en este
caso “FADD” (dominio de muerte unido a Fas) como se puede observar en la figura
1, posteriormente este complejo permite que se recluten diferentes compuestos
cuyos dominios permiten la activacion de las caspasas iniciadoras y efectoras lo
que finalmente desencadena la muerte celular. Por su parte la via intrinseca se
activa por agentes externos que generan daino al DNA, como pueden ser la luz
ultravioleta, agentes quimicos, estrés celular, entre otros. Esta via se encuentra

regulada por enzimas mitocondriales que liberan citocromo C lo que provoca la

16
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activacion de la caspasa-9 desencadenando el proceso apoptético (Ouyang y Shi,

2012).

La alteracion de este proceso en cualquiera de sus dos vias, puede llegar a inhibir
el proceso de apoptosis lo que les confiere a las células resistencia a estimulos
apoptéticos. Un ejemplo, es la alteracién de la via intrinseca de la apoptosis
mediante la proteina BCL-2, la cual, es capaz de regular la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, impidiendo la liberacién del citocromo C, evitando de esta
manera que se desencadene el proceso apoptético (Ouyang y Shi, 2012). Otra
familia capaz de evitar el proceso de apoptosis son proteinas inhibidoras de la

apoptosis IAPs por sus siglas en inglés protein inhibitors of apoptosis.

Figura 1-Via extrinseca y via intrinseca del proceso de apoptosis.

17
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IAPs

Las IAPs son una familia de proteinas cuya funcién principal consiste en la inhibicién
de la apoptosis, proceso donde se describieron por primera vez. Posteriormente se
encontré que estas proteinas también participan regulando otros procesos, tales
como: la progresion del ciclo celular, la division celular, diferenciacion, procesos de
migracion, modulacion de la sefializacion inflamatoria y la respuesta inmune, entre
otros (Sharma. 2016). Se ha descrito que esta familia cuenta con ocho miembros:
NAIP o BIRC1, clAP1 o0 BIRC2, clAP2 o BIRC3, XIAP o BIRC4, Survivina o BIRCS5,
BRUCE o BIRC6, ML-IAP o BIRC7 y ILP2 o BIRC 8 (Verhagen y Coulson, 2001,

Sharma y Thomas. 2016).

La estructura y funcion de las proteinas IAPs es diferente en cada miembro, de
manera general; esta familia de proteinas se caracteriza por contar con uno a tres
dominios BIR, ademas varios de sus miembros cuentan con otros dominios como lo
son el dominio CARD, RING, UBA, NOD, los cuales le confieren propiedades unicas
a cada uno de los miembros (Budhidarmo y Day, 2014). En la figura 2 se muestra

una lista de los miembros de esta familia; asi como su estructura.

18
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Figura 2-Miembros y dominios presentes en las proteinas IAPs: NAIP, clAP1,
clAP2, XIAP, survivina, BRUCE, ML-IAP y ILP2; donde los rectangulos color
turquesa representan el dominio BIR, el ovalo color rosa representa el dominio
CARD vy el rombo color verde representa el dominio RING.

Dominio BIR

Como se habia mencionado anteriormente la caracteristica principal de todos los
miembros de la familia IAP es la presencia de por lo menos un dominio BIR. Este
dominio se caracteriza por un numero de aminoacidos invariante entre los que se
encuentran tres cisteinas conservadas y un residuo de histidina. Presenta una
longitud aproximadamente de 70 aminoacidos, este dominio es el de mayor
importancia ya que es el que les confiere la actividad anti-apoptética (Budhidarmo y

Day, 2014).

19
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El mecanismo por el cual se inhibe la apoptosis se da mediante la fuerte union de
este dominio con las caspasas presentes en el proceso de apoptosis; por ejemplo,
se ha reportado que XIAP puede inhibir el proceso de apoptosis mediante dos
mecanismos: el primero de ellos es mediante la unidn de un motivo de cuatro
residuos conservados de la Caspasa-9 (Ala-Thr-Pro-Phe) con el tercer dominio BIR
(BIR3) presente en la proteina XIAP, evitando la posterior unién de esta caspasa
con la procaspasa-3 dando como resultado la inhibicion de la apoptosis. El segundo
se da mediante la union del segundo dominio BIR (BIR2) con las caspasas
efectoras, asi como la unién de un centro inespecifico del dominio BIR1 y BIR2 con
el sitio activo de la caspasa-3 y la caspasa-7; restringiendo el acceso a sus sustratos

(Budhidarmo y Day, 2014).
e Dominio RINGy CARD

El dominio RING, es un tipo de dedo de zinc, este no es un dominio unico de las
proteinas IAPs. Ademas de encontrarse en la mayoria de las IAPs, este también se
encuentra presente en diversas proteinas. Este dominio presenta actividad ligasa
de ubiquitina, por lo cual promueve el proceso de ubiquitinacion; mecanismo por el
cual se degradan las proteinas a través del proteosoma. Mientras que el dominio
CARD media la interaccion proteina-proteina, permitiendo la formacion de
homodimeros o heterodimeros; tal es el caso de la proteina clAP1 y la proteina
clAP2 las cuales pueden unirse, y asi participar de manera alterna en la formacion

del apoptosoma (Verhagen y Coulson, 2001).
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¢ Miembros de la familia IAP

NAIP o BIRC1 conocida también como: proteina inhibidora de la apoptosis neuronal,
se descubrid en la enfermedad conocida como atrofia muscular, por la cercania de
la secuencia en el gen blanco donde se lleva a cabo la mutacidon de dicha
enfermedad y donde también se codifica el gen BIRC1. Se tienen evidencias de que
NAIP evita el proceso de apoptosis de las neuronas motoras y no en las neuronas
sensoriales, es decir; tiene actividad tejido especifico y evita el proceso de apoptosis
mediante la unién a las caspasas 3,7 y 9 en presencia de ATP, pero aun no se han

comprobado dichas teorias (Budhidarmo y Day, 2014, Saleem y Muhammad, 2013).

clAP1 o BIRC2 y clAP2 o BIRC3. Estructuralmente estas proteinas, cuentan con
tres dominios BIR los cuales presentan funciones diferentes entre si, un dominio
CARD y un dominio RING (figura 2). Estas proteinas inhiben el proceso de apoptosis
por su union con la caspasa-8 y la caspasa-9 (Mart.nez y Moran, 2004). Ademas,
estas proteinas participan en diferentes procesos, ya que son un importante
regulador de la inmunidad innata, promueven la progresion de la inflamacion
(Sharma y Thomas, 2016) y participan como moduladores de diferentes vias de
senalizacion; que incluyen la activacion del factor nuclear NF-«xB 'y la proteina cinasa
activada por mitdgeno MAPK; las cuales estan involucradas en la regulacion de
procesos como la divisién, diferenciacién celular y el metabolismo de metales

pesados, entre otros (Sharma y Thomas, 2016).
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XIAP o BIRCA4, es el miembro mas estudiado y representativo de la familia IAP,
estructuralmente cuenta con tres dominios BIR al igual que clAP1 'y clAP2 y un
dominio RING (figura 2) (Saleem y Muhammad, 2013), esta proteina se expresa en
el citoplasma y es la proteina mas relacionada con la inhibicion de la apoptosis ya
que se ha descrito que puede unirse a: caspasa-3, caspasa-7 y la caspasa-9
(Budhidarmo y Day, 2014); mediante los mecanismos que se describira mas

adelante.

Survivina o BIRC5 y BRUCE o BIRCG6; estas proteinas ademas de participar en el
proceso de apoptosis también cumplen una importante funcion en diferentes etapas
del ciclo celular, ambas cuentan con un solo dominio BIR, aunque la longitud varia
en ambas proteinas (figura 2) (Saleem y Muhammad, 2013). Survivina es el
miembro mas pequeno de la familia IAPs y participa de forma determinante en el
proceso de division celular, tema que se retomara mas adelante. Se ha reportado
que evita el proceso de apoptosis por medio de la unién con la caspasa-9 (Hassan
y Hidemichi, 2014). Mientras que, la proteina Bruce se encuentra en un gran numero
de tejidos como lo son: el cerebro, los testiculos las células linfaticas y a nivel
transcripcional se encuentra en las membranas de la red trans del aparato de Golgi
(TGN) y en el sistema endosomal (Saleem y Muhammad. 2013). BRUCE evita la
apoptosis por medio de su unién a las caspasa-3, caspasa-6, caspasa-7 y caspasa-

9 y participa en la promocion de la citocinesis (Garrison y Chunmin, 2015).
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ML-IAP o BIRC7 y ILP2 o BIRC 8, ML-IAP: al igual que algunas IAPs, es una
proteina que Unicamente se expresa en tejido embrionario y en algunos tipos de
cancer; no se expresa en tejidos adultos sanos, esta proteina inhibe el proceso de
apoptosis por medio de su union con la procaspasa-3 y la procaspasa-7
(Budhidarmo y Day, 2014). Mientras que ILP2 es una proteina que también se le
considera parte de la super familia de las inmunoglobulinas, ya que interactua con
varios receptores leucocitarios tipo Ig, células asesinas NK, entre otros. Esta
proteina evita el proceso de apoptosis mediante su unidn con la caspasa-9 (Saleem

y Muhammad, 2013).
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Survivina

La survivina o BIRC5, es una proteina altamente conservada en la familia de las
IAPs, es el miembro mas pequefio ya que solo cuenta con un dominio BIR, ademas
de un extenso carboxilo terminal con conformacion de alfa hélice, cuenta con un
total de 142 aminoacidos (figura 2), tiene un peso molecular de 16.5 kDa. Esta
proteina se presenta principalmente en estado homodimérico, pero diferentes
estudios han demostrado que el alfa hélice terminal presente en ella, le permite la
formacion estable de heterodimeros, es decir, le permite la unidon con otras
proteinas, como por ejemplo: la unidn a Borealina en el complejo cromosomal

pasajero (Budhidarmo y Day, 2014; Mobahat y Narendran, 2014).

El gen de survivina se localiza en el cromosoma 17 “17925” (Altieri, 2008), su
estructura consta de cuatro exones, tres intrones y mediante splicing alternativo,
puede generar cinco isoformas: survivina wt, survivina DEX3, survivina 2B, suvivina
2a, y survivina 3B (Noton y Clnaghi, 2005). La survivina wt que fue la primera
isoforma descrita, esta conformada por 4 exones, y es la mas estudiada hasta el
momento. a survivina DEX3 solo cuenta con el exon 1, 2 y el 4. La survivina 2B
también cuenta con sus cuatro exones pero ademas, entre el exon 2 y el exén 3 se
le incorpora parte del intron 2, el cual da lugar al exéon 2B y es ademas la isoforma
de mayor tamafio con 165 aminoacidos. La suvivina 2a cuenta unicamente con el
exoén 1, 2 e integra una pequefa parte de la region 3 UTR, siendo esta la isoforma

mas corta con 74 aa y finalmente /a survivina 3B, la cual cuenta con los exones 1,
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2, 3 e integra una region correspondiente al intron 3, lo que genera el exén 3B (figura

3) (Noton y Clnaghi, 2005; Caldas, 2005).

Figura 3- Isoformas de Survivina; Survivina wt, Survivina DEX3, Survivina 2B,
Survivina 2a y Survivina 3B.
La survivina tiene una alta expresion durante el desarrollo embrionario, asi como
también en diversos tipos de cancer y se ha reportado que posee una baja expresion
en células y tejidos sanos que como: células T, células hematopoyéticas, células
endoteliales del sistema vascular, células del higado, células eritroides y en el tracto

gastrointestinal (Mobahat y Narendran, 2014).
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Funciones de la survivina

e La Survivina en la divisién celular

Dentro de las funciones de la survivina, se encuentra la regulacion del proceso de
division celular. Siendo la survivina wt la Unica isoforma que participa en dicho
proceso y se ha observado que esta involucrada en el punto de control CHEK2 el
cual regula el paso a la fase G2 en el ciclo celular (Altieri, 2008; Mobahat y

Narendran, 2014).

La survivina wt forma parte del complejo pasajero cromosomal “CPC”, junto con
Borealina, Aurora By INCENP (Figura 4). Dicho complejo se une a los centrdmeros
estabilizando la unién del uso mitético al cinetocoro, lo que permite la perfecta
segregacion de los cromosomas en la divisién celular. El papel de survivina en la
formacion del CPC es clave, ya que se ha observado en estudios con ratones que
la inhibicién de survivina en el proceso de mitosis da como resultado la muerte del
embridon, debido a que se ocasiona una imperfecta segregacién cromosomal

(Selvaraj y Fang, 2013).
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Figura 4-Complejo pasajero cromosomal “CPC”. Imagen tomada vy
modificada (Mita y Nawrocki, 2008).

e Survivinay apoptosis

Se han descrito varios mecanismos por los cuales survivina es capaz de inhibir el
proceso de apoptosis. Se cree que el dominio BIR presente en su estructura da la
caracteristica anti-apoptatica, confiriéndole la capacidad de unirse directamente con
las caspasas y evitar dicho proceso. Algunos estudios proponen que la survivina es
capaz de unirse directamente con la caspasa-3 y la caspasa-7 (Selvaraj y Fang,
2013); aunque el mecanismo exacto aun se desconoce. Por otro lado, también hay
estudios que sugieren que survivina no puede inhibir la actividad de las caspasas
de forma directa, por lo que, la participacion de survivina en la inhibiciéon directa de

la apoptosis es muy controversial (Mobahat y Narendran, 2014).
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El mecanismo mejor descrito por el cual survivina evita el proceso de apoptosis, es
mediante la participacion indirecta con otros miembros de las proteinas IAP,
potencializando la actividad anti-apoptética, tal es el caso de su unién con la
proteina XIAP; lo que da lugar a la formacién del heterodimero Survivina-XIAP, el
cual es mucho mas estable que la proteina XIAP por si sola, tiene una mayor
afinidad por la caspasa-9, por lo que se une fuertemente a esta, evitando de esta
forma el proceso de apoptosis (Selvaraj y Fang, 2013). También se sabe que
survivina es un regulador de diferentes proteinas importantes en el proceso de
apoptosis, tal es el caso de la regulacién negativa de p53 tanto a nivel de ARN
mensajero como a nivel de proteina; lo que sugiere su posible participacion como
regulador secundario del proceso de apoptosis a través de la inhibicion de p53
(Mobahat y Narendran, 2014). Asi pues, survivina ya sea directa o indirectamente

tiene un papel importante en la inhibicion del proceso de apoptosis.

La participacion de la survivina ya sea directa o indirecta, en la inhibicion del proceso
de apoptosis, la involucra en el desarrollo del cancer. Asi pues, se ha encontrado
que survivina se expresa en diversos tipos de cancer, ademas, la proteina se
expresa durante las primeras etapas del proceso carcinogénico de manera
constante. Algunos de los tipos de cancer donde se ha visto expresada son: cancer
de mama, cancer cervicouterino, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer
de pulmén, cancer de ovario, linfocitos y cancer gastrico (Mobahat y Narendran,

2014).
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La survivina se expresa selectivamente en los diferentes tipos de cancer y su
expresion se asocia a la agresividad de la enfermedad, ya que la deteccion de
survivina en pacientes con cancer se ha relacionado con un prondstico
desfavorable. Por ejemplo, se ha observado que la expresion de survivina en
pacientes con cancer de mama se asocia significativamente con varios parametros
clinico-patologicos desfavorables como: la infiltracion de vasos, incremento de la
masa tumoral, afeccidon gangliar, expresion de HER-2, etc. (Selvaraj y Fang, 2013).
También se ha reportado que la presencia de survivina, esta altamente relacionado
con el proceso metastasico en los ganglios linfaticos en cancer gastrico, lo que
también conlleva a un mal pronédstico en los pacientes (Krieg y Billur, 2013). La
survivina también se asocia a la quimioresistencia y radioresistencia; principales
terapias empleadas contra el cancer. Situando a survivina como un potencial blanco
en la terapia contra el cancer. Ademas, debido a estas caracteristicas varios
estudios sugieren la utilizacion de survivina como un posible marcador diagnéstico

y pronéstico (Mobahat y Narendran, 2014).

Dentro de las isoformas de la survivina algunos miembros tienen actividad pro-
apoptética y otras anti-apoptética, se sabe que las isoformas anti-apoptéticas son:
survivina DEX3 y survivina 3B; mientras que las isoformas; survivina 2B y survivina

2a tienen caracteristicas pro-apoptéticas (Khan y Ferguson 2014).
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hnRNPs
Las hnRNPs “Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares” son un conjunto de

proteinas principalmente nucleares, las cuales en su mayoria se unen al trancrito
naciente producido por la ARN polimerasa Il. Estas proteinas moduladoras cuentan
con diferentes dominios en su estructura, por lo que el contenido de dominios, asi
como la longitud de cada proteina es sumamente variable (figura 5). Este grupo de
proteinas suma mas de 20 miembros tomando en cuenta las isoformas generadas
por splicing alternativo de cada miembro y estdn nombradas de la A-U (Chen y Min,

2013).

Figura 5-Miembros de la familia de proteinas hnRNPs. Imagen
tomada y modificada (Chen y Min, 2013).
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Estas proteinas tienen diferentes pesos moleculares que van de los 34 kDa a los
120 kDa, en cuanto a su estructura, se identificaron cuatro dominios caracteristicos
de unién a ARN (Geuens y Delphine, 2016) los cuales son: dominios “RRM” por sus
siglas en inglés “RNA recognition motif” (motivo de reconocimiento de ARN), el cual
tiene una longitud aproximada de 90 aminoacidos (Krecic y Swanson, 1990). Este
dominio es el encargado de mediar la interaccion de las hnRNPs con los acidos
nucleicos de una sola hebra ARNm y ssADN, cada hnRNP posee uno o varios
dominios RRM a excepcion de hnRNP U, por lo cual también sus funciones varian
entre cada miembro; confiriéndole asi una amplia diversidad en los procesos
biolégicos en los cuales participan (Chen y Min, 2013). Ademas poseen el motivo
tipo-RRM (Geuens y Delphine, 2016), cajas RGG que consisten en repeticiones de
tripéptidos formados por Arg-Gly-Gly con aminoacidos aromaticos intercalados vy
finalmente dominios “KH” (K-homologo) el cual es otro dominio de reconocimiento
a acidos nucleicos, este dominio presenta menor afinidad, por lo que se necesitan
varias copias de este para obtener una uniéon mas estable con los acidos nucleicos

(Chen y Min, 2013).

Ademas, de los dominios ya mencionados, este grupo contiene diferentes dominios
auxiliares con composiciones de aminoacidos acidos distintivos, por ejemplo: glicina
o prolina, estos dominios no son exclusivos de la familia (Ping y Hang, 2010) (figura
5). Ademas, la especificidad de unién de las hnRNPs al ARN esta mediada en gran
parte por la estructura 3D de cada proteina en las regiones estructurales alrededor
de los RRM ya que esto determina la interaccion ARN-proteina (Geuens y Delphine,

2016).
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Las hnRNPs participan de manera importante en multiples aspectos del
metabolismo de los acidos nucleicos entre los que incluyen: la estabilidad de los
transcritos nacientes, la maduracion de los ARN mensajeros, la estabilidad del ARN
mensajero durante su trasporte, entre otros (Geuens y Delphine, 2016). Ademas,
se sabe que poseen la caracteristica de poder localizarse tanto en nucleo como en
citoplasma a excepcion de hnRNP C y U, que no pueden salir del nucleo y que
llevan a cabo la mayoria de sus funciones dentro de él. Esta familia de proteinas
también participa en la regulacion del proceso de splicing alternativo, como los
miembros A1, A2 y B1 los cuales participan en la seleccion del sitio de splicing,
dando lugar a la sintesis de diferentes isoformas de una proteina (Ping y Hang,
2010), ademas estudios recientes relacionan a estas proteinas con la regulacion en

la diferenciacion de células madre (Chen y Min, 2013).

Figura 6-Procesos en los que participan las hnRNPs; donde las hnRNPs estan
representadas por los évalos color rosa y naranja, el ARN y ADN por las
barras en color gris y azul, el circulo verde representa el proteosoma. Imagen
tomada y modificada (Ping y Hang, 2010).
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La participacion de estas proteinas con los diferentes procesos del metabolismo del
ARN las relaciona directamente con la regulacién de la expresion génica. Estudios
recientes relacionan algunos de sus miembros con patologias como el cancer, ya
que se ha observado que el nivel de expresion de hnRNPs se altera en diferentes
tipos de cancer, también se les relaciona con diferentes enfermedades
neurodegenerativas, como: la atrofia muscular espinal, la esclerosis lateral
amiotrofica, Alzheimer y demencia del I6bulo fronto-temporal (Geuens y Delphine,

2016).

Aun falta por conocer muchos de los procesos en los que participan este grupo de
proteinas, ya que muchas de las funciones bioldgicas atribuidas a las hnRNPs
implican interacciones dinamicas y cooperativas dentro de un gran numero de
proteinas, por lo que realizar estudios sobre las funciones de varios de los miembros
es de suma importancia, ya que a la fecha solo se sabe la funcién de un numero

muy reducido de proteinas de esta familia (Ping y Hang, 2010).
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hnRNP H1

La proteina hnRNP H1 se encuentra ubicada en el cromosoma 5 (5935.3) (Evans y
Glen, 1999), esta proteina se encuentra principalmente en el nucleo, tiene un peso
molecular aproximado de 56 kDa (Geuens y Delphine, 2016), estructuralmente
cuenta con tres dominios RRM, permitiéndole la union a regiones poli-G (ricas en

guaninas) (Ping y Hang, 2010).

Por lo extenso de la familia, las hnRNPs se han clasificado en subgrupos para
facilitar su estudio (figura 7), los cuales se forman segun las caracteristicas
estructurales y funcionales que comparten algunas de los miembros de la familia,
tal es el caso del grupo hnRNP H/F, el cual esta constituido por la proteina hnRNP
F y la proteina hnRNP H la cual presenta tres ortodlogos: la proteina hnRNP H1 que
en algunos trabajos se refieren a ella unicamente como hnRNP H, la proteina
hnRNP H2 y la proteina hnRNP H3 que presenta dos isoformas hnRNP H3a y
hnRNP H3b (Mauger y Lin, 2008); este grupo poseen tres dominios RRM vy la
similitud entre este grupo de proteinas varia tanto a nivel de aminoacidos como a
nivel de nucledtidos, incluso algunas solo comparten similitud en fragmentos. Por
ejemplo (figura 7); hnRNP H1 y hnRNPH2 son 96 % idénticas a nivel de
aminoacidos, mientras que hnRNP F y hnRNP H1 tienen una similitud a nivel de
aminoacidos de 68 % pero poseen idéntico el primer dominio RRM, en cuanto a
hnRNP H3 y hnRNP H1 solo tiene un 48 % de similitud a nivel de nucledtidos, pero
71 % de similitud en la regién que abarcan los dos ultimos dominios RRM (Mauger

y Carolina, 2008).
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Los tres dominios RRM presentes en su estructura les permite la union especifica a
secuencias ricas en guaninas (Ping y Hang, 2010, Mauger y Lin, 2008). Ademas,
estas proteinas tienen un papel importante en el proceso de splicing alternativo
(Huelga y Vu, 2012) y estudios recientes relacionan a hnRNP H1 con el proceso
carcinogénico, ya que se identific6 a hnRNP H1 como la causante de las variantes
de splicing del ARNm de HERZ2, y como es sabido esta proteina es sumamente

importante en pacientes con cancer de mama (Geuens y Delphine, 2016).

Figura 7-Representacion del grupo de proteinas hnRNP F/H. Los aminoacidos en
color rojo y naranja es donde comparten similitud., en los dominios RRM. Los
aminoacidos marcados con una estrella corresponden a los conservados por todos
los miembros y se ha visto que participan directamente con el reconocimiento del ARN
y finalmente en la imagen se resaltan los residuos de Glicina.

(Gen Bank, numeros de acceso: hnRNP H1 (NP_001027565), hnRNP H2

(NP_001027565), hnRNP F (NP_0010917), hnRNP H3a (NP_036334) y hnRNP H3b
(NP_067676.2).
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Antecedentes experimentales
Debido a que la survivina y sus isoformas tienen un papel importante en el proceso
de apoptosis y en el desarrollo del cancer, conocer y entender que mecanismos que
regulan su expresion han adquirido suma importancia en el estudio de este
importante padecimiento. Se han encontrado varios reguladores de la expresion de
survivina entre los que se encuentra: p53, NF-kB, c-myc, entre otros (Papanikolaou

y lliopoulos, 2011).

En la figura 8 se muestran resultados de estudios previos realizados en el
laboratorio (Gaytan, Gonzalez y Maldonado, 2017), los cuales sugieren que la
proteina hnRNP H1, posiblemente esta participando en la regulacién de la expresion
de survivina. El experimento consistio, en la construccion de un minigen de survivina
(figura 8A), el cual contenia unicamente los exones 2, 3 y parte del 4, asi como 700
pb de los intrones 2 y 3; posteriormente se evalud si la reduccion de las proteinas
SR40, SR55, hnRNP F, hnRNP H1 y hnRNP H2 (figura 8B), mediante el uso de
ARN de interferencia para cada proteina, afectaban la regulacion del splicing

alternativo del minigen de survivina.

Se observo que la expresidon del minigen de survivina disminuia unicamente cuando
no habia la proteina hnRNP H1 y no asi cuando se inhibia al resto de las proteinas.
Lo que sugirié una posible interaccion entre la proteina hnRNP H1 con el ARNm de

survivina (figura 8B).
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Figura 8- Evaluacién de la expresion de la survivina y survivina DEx3 en la linea celular HelLa
transfectada con los ARNi de interferencia para las proteinas Sr y hnRNPs correspondientes. A.
Esquema de la construccion del minigen. B. Evaluacion del efecto de los diferentes ARN de interferencia,
en la expresion del minigen de survivina; donde si40 es el ARNi contra la proteina SR40, si55 es el ARNi
contra la proteina SR55, siF es el ARNi contra la proteina hnRNP F, siH1 es el ARNi contra la proteina
hnRNP H1, siH2 es el ARNi contra la proteina hnRNP H2, LUC es el control negativo y gapdh es un gen
constitutivo para la normalizacion del PCR semi- cuantitativas. C. Determinacion del efecto del ARNi
contra la proteina hnRNP H1 sobre el ARN mensajero de survivina enddégena. D. Determinacién del
efecto del ARNi contra la proteina hnRNP H1 sobre el ARNm de la isoforma DEX3 de survivina.
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Posteriormente, con el fin de corroborar la participacion de hnRNP H1 en la
regulacion de la survivina se evalud la expresion del ARN mensajero de la survivina
(figura 8C) y de la isoforma survivina DEX3, endogenas (figura 8D); en dicho
experimento, se observo una tendencia a disminuir similar a la observada con el
minigen, cuando se inhibia la proteina hnRNPH1 aunque en menor proporcién; por
lo cual, el resultado sugirié que la proteina hnRNP H1 probablemente podria estar
participando en el procesamiento del ARN mensajero de survivina wt y survivina
DEXS; pero no a nivel de splicing alternativo, ya que ambas isoformas disminuian
cuando disminuia hnRNP H1. Por lo cual, era necesario realizar mas experimentos
para determinar el tipo de mecanismo que estaba llevando a cabo la proteina

hnRNP H1 en la expresion de survivina y de alguna de sus isoformas.
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Hipotesis

hnRNP H1 regula la expresion de survivina y de algunas de sus isoformas.
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Objetivos

General:
Determinar el papel de la proteina hnRNP H1 en la expresion de la survivina wt y

algunas de sus isoformas en las lineas celulares provenientes de cancer cérvico-

uterino HelLa y cancer de mama MCF-7.

Especificos:
1.-Determinar el efecto de la inhibicion de hnRNP H1 en la expresién del ARN

mensajero de survivina, survivina DEX3 y survivina 2B; en las lineas celulares HelLa
y MCF-7.

2.-Determinar el efecto de la inhibicion de hnRNP H1 en la expresion de la proteina
survivina, survivina DEX3 y survivina 2B en las lineas celulares HeLa y MCF-7.
3.-Obtener la linea celular estable con el ARNi de hnRNP H1, en la linea celular
HelLa y evaluar el efecto sobre el crecimiento celular mediante el ensayo LDA.
4.-Obtener la linea celular estable con el ARNi de hnRNP H1 en células MCF-7, y

determinar el efecto en la formacion de esferoides.
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Material y Método

Cultivo celular
Se emplearon las lineas celulares HeLa y MCF-7 (ATCC). Estas se cultivaron con

medio DMEM (marca: ATCC), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
a unatemperatura de 37°C y con 5 % COz2. Antes de ser empleadas en los diferentes

protocolos experimentales se realizaba a la linea celular al menos un pase.

Trasfeccion
Se transfectaron los ARN de interferencia denominados: siLuc (este fue utilizado

como control) y siH1 (ARNi contra hnRNP H1), el cual se le denominara también
como H1 en el presente trabajo, ambos fueron clonados en el vector pSIREN-Retro-

Q (Clontech, No.Cat. 631526).

e Trasfeccion de células MCF-7
Para la linea celular MCF-7 se empled el reactivo Escort™ (SIGMA E9770);
siguiendo el protocolo del fabricante, brevemente el procedimiento fue el siguiente
(Procedimiento para 250,000 células sembradas en un pozo de 35 mm). En un tubo
de 1.5 mL se colocaron: 1) 250 yL de medio DMEM sin suero, 2) 15 pyL de Escort 'y
3) 4 ug de plasmido, la mezcla se dejé incubando durante 15 min a temperatura
ambiente. Mientras tanto, se retiré el medio a la placa de células de 35 mm y se les
agregaron por goteo los 250 ul de la mezcla anterior, dejando incubar durante 5 h a
37°C y 5 % COz2. Pasado el tiempo se agreg6 1.3 mL de medio DMEM con suero,
aproximadamente 12 h después se cambid el medio por 2 mL de DMEM nuevo con

suero para finalmente a las 48 h extraer ARN o proteina.
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e Transfeccion de células HelLa
Para la transfeccién de la linea celular HeLa se empled lipofectamine® 2000

Invitrogen 11668-019, siguiendo el protocolo del fabricante, brevemente el
procedimiento fue el siguiente (procedimiento para 250,000 células, sembradas en
un pozo de 35 mm): en dos tubos diferentes de 1.5 mL se colocaron 250 yL de
medio DMEM sin suero, posteriormente a uno se le agregaron 4 pg de plasmido y
al otro se le agregaron 10 uL de lipofectamina, se dejé incubando durante 5 min a
temperatura ambiente, posteriormente se mezclé suavemente el contenido de
ambos tubos, se dejo nuevamente incubando por 30 min a temperatura ambiente,
pasado el tiempo se retiré el medio a la placa de células de 35 mm y se les adicion6
la mezcla de liposoma y plasmido, dejandola durante 6 horas a 37°C y 5 % COg,
después se cambio el medio por 2 mL de DMEM con suero y finalmente 48 h se

extrajo ARN o proteina para su analisis.

Lineas estables HeLa y MCF-7

Para obtener las lineas celulares estables, se utiliz6 Puromicina como antibiotico
para la seleccion. En el caso de la linea MCF-7 se utilizé una concentracion de 0.3
pMg/mL de Puromicina; mientras que para la linea HelLa se utilizé una concentracion

de 2 pg/mL de Puromicina. La seleccion se realizé por aproximadamente 14 dias.
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Extraccion de ARN y proteina

e Extraccion de ARN total.
Para la extraccién se empled el kit RNeasy Mini kit 250 de QIAGEN con numero de
catalogo 74106. Se siguio el protocolo del fabricante; unicamente modificando el
paso numero uno ya que el Buffer PEC empleado para lisar, se agrego directamente
en la caja de células después de realizar un lavado con PBS y se dejoé durante 10
min, recuperando la muestra pasado ese tiempo para continuar con la técnica
descrita en el manual, brevemente el procedimiento es el siguiente: una vez lisadas
las células se les agregd 350 uL de etanol al 70 % para lavar, posteriormente la
mezcla se vertié a una columna, la cual se centrifugdé 15 s a 10 000 rpm, se desechd
el sobrenadante y se realizaron 3 lavados; el primero con 700 uL del buffer BW1
centrifugando 15 s a 10 000 rpm, el segundo con 500 uL del buffer RPE y se
centrifugd 15 s a 10 000 rpm y el tercero con 500 pL buffer RPE centrifugando ahora
2 min a 10 000 rpm, se retir6 el desecho y se centrifugo nuevamente para secar la
columna durante 1 min a 12 500 rpm, posteriormente la columna se transfiridé a un
microtubo, para finalmente recuperar el ARN en 50 uL de agua libre de RNAsas a

la columna y se centrifugo 1 min a 10 000 rpm.
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e Extraccion de RNA total (trizol).
Se utilizé el reactivo Trizol segun las instrucciones del fabricante, brevemente la
técnica consiste en: lavar las células con 1 mL de PBS 1X, posteriormente con 1 mL
de PBS 1X se realizé un raspado a la caja recuperando las células en un microtubo,
se centrifugd (2000 rpm, 2 min, en nanocentrifuga), se descartd el sobrenadante y
al botdn se le adiciond 1 mL de trizol, se dejé incubar 10 min a T.A, posteriormente
se les agreg6 200 L de cloroformo y se agitd, se incubo en hielo por 10 min; pasado
el tiempo se centrifugaron 10 min a 8000rpm y temperatura de 4°C, con lo cual se
obtuvo la formacion de tres fases (figura 9); la fase acuosa que es la superior,
corresponde a la fraccion que contiene el ARN, la interface que contiene proteinas
y la tercera corresponde al trizol con DNA, por lo cual, se toma con cuidado la fase
acuosa y se coloca en un tubo nuevo. Se agregé 1 volumen de isopropanol y se
dejo precipitar por 1 h en hielo, se volvié a centrifugar por 15 min a 4°C con una
velocidad de 10,000 rpm, se recupero el botdén y se lavé con 1000 uL de etanol al
70 %, centrifugando por 5 min a 10000 rpm a una temperatura de 4°C, se dej6 secar
el pellet como maximo 5 min para finalmente disolver el botén en 20 pyL de agua

libre de RNAsas.

RNA —
Proteinas = — —

Trizol y DNA ——

Figura 9- Formacion de fases, extraccion con trizol.
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e Extraccion de proteina.
Las células fueron lavadas con 1 mL de PBS 1X, posteriormente con otro mL de
PBS 1X se realizd un raspado a la caja recuperandolas en un tubo nuevo, se
centrifugd a 2000 rpm por 2 min, se descartd el sobrenadante y el boton se
resuspendio en el buffer RIPA (buffer de lisis celular)+ Pic un inhibidor de proteasas
(protease inhibitor cocktail) (600 pL de buffer RIPA+Pic por placa de 100 mm),
después se incubd durante 20 min en hielo para finalmente centrifugar 10000 rpm,
30 min, 4 °C y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo para su posterior

analisis de proteinas.

Retrotrascripcidn y reaccion de la cadena de la polimerasa

e Retrotrascripcion (RT)

Para la reaccion de retro trascripcion se preparo la siguiente mezcla:

SuperScrip™ VILO™ Master Mix (No. Cat. 11755050)....4uL

Aguamili Q... c.b.p. 20uL

Y se utilizo el siguiente programa:

25 C 42C 85«
10:0060:0005:00

(Donde los caracteres superiores corresponden a las temperaturas en °C y los caracteres inferiores
corresponden al tiempo en minutos).
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e (PCR) Semi-cuantitativo

Para la reaccién de PCR en punto final o semicuantitativo se efectud la siguiente
mezcla con las concentraciones que a continuacién se indican: 1.0 mM Buffer con
MgCl2,10 mM dntp’s, 1.25 uni/reacc. de Amplitag® gold DNA (enzima), 0.2 uM
oligonucledtidos sentido, 0.2 yM oligonucledtidos anti-sentido, cDNA 50 ng y agua
mili Q cbp. 25 ulL. Posteriormente se colocaron en el termociclador, con los
programas que a continuacion se presentan:

oLIGo SECUENCIA

GAPDH

Sentido.......... 5" CCCCTT CAT TGA CCT AACT 3’

Anti-sentido...5" TTG TCA TGG ATG ACC TTG GC 3’ 19 ciclos

95C 95C60C€72C 72C
10:00 " 0:30 0:30 0:30 " 5:00

hnRNP H1
Sentido..........5" CCC CAG GTC TGT CAT AAG GA 3’
Anti-sentido...5” CCC TTT GGA TGT AGC AAG GA 3’ 26 ciclos
95%C 95 54C75%C 72%C
10:00 * 0:30 0:30 0:15 * 2:00

SURVIVINA

Sentido............ 5" GCC ATG AAT TCA TGG GTG CCC CGA CGT TGC 3’

Anti-sentido....5’AGC TCT CTA GAG AGG CCT CAA TCC ATC GCA 3’ 3, 23 ciclos
95C 95C68C€72C95C62C72C 72T
10:00 " 0:30 0:30 0:30 0:30 0:30 0:30 " 5:00

SURVIVINA DEX3

Sentido............ 5" ACG ACC CCA TGC AAA GGA AAC CAA CA3’

Anti-sentido....5” AAC CCG GGA ATC AAA ACA GCA AAA A3’ 35 ciclos
95°C 95°C 63°C 75°C  72°C
10:00 " 0:300:30 1: 00 ~ 5:00

SURVIVINA 2B
Sentido............ 5" CGA GGC GGG CGG ATC ACG AGA 37
Anti-sentido...5" GCT CGA TGG CAC GGC GCACTT T3’ 35 ciclos

949C 949°C 65°C 72°C  72°C
10: 00 " 0:300:30 0:30 ~ 5:00
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e PCR en Tiempo Real

El esquema muestra los pasos utilizados para realizar el PCR en tiempo real, el

procedimiento se realizé por triplicado técnico vy triplicado bioldgico.
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Inmunoréplica tipo Western Blot

Se realizd un gel de poliacrilamida al 12 %, para separar a las proteinas por su peso,
realizando la electroforesis a un voltaje de 100 V. Las proteinas del gel fueron
trasferidas con una camara semi-seca (15 V durante 15 min), a una membrana de
PVDF (polifluoruro de vinilideno), se bloqueo con leche al 5 % en TBS1X Tween por
1 h, posteriormente se colocaron los anticuerpos primarios segun se requirié (tabla
1), se dejé incubar toda la noche a 4°C, después se efectuaron 4 lavados de 10 min
con 1X de TBS-Tween para colocar el anticuerpo secundario (tabla 1) durante 1 h
en agitacién a temperatura ambiente, finalmente se aplicaron 5 lavados de 5 min
con 1X de TBS-Tween y se efectudé una reaccion de quimioluminisencia con el kit
Immobilon western Chemiluminescent HRPsubstrate (MILLIPORE) para determinar

la presencia de la proteina.

Anticuerpo Concentracion Anticuerpo
secundario
Anti-HNRNPH1 1:2500
(241-255 Sigma)
Anti-Survivina 1:500
(SAB4501459 Sigma) Anti-conejo
Anti- Gapdh 1:5000 (W4011 Promega)
(sc-25778, Sta. Cruz) 1:2500
Anti-survivina DEX3 1:1000
(3-ab 3731-200, Abcam)
Anti-survivina 2B 1:1000

(-ab 3729-100, Abcam)

Tabla 2-Anticuerpos, con las cantidades utilizadas previamente estandarizadas y fueron diluidos en
TBS 1X Tween.
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Formacion de Esferoides

Para la formacion de esferoides se emplearon trasfecciones estables de la linea
celular MCF-7. Una vez obtenidas las lineas celulares estables, se sembraron 1 000
000 células con medio L-15 (marca: ATCC) al 10 % de SFB y con las siguientes
condiciones: 37°C con agitacion constante de 40 a 60 rpm, en cajas de cultivo para
suspension, se dejaron 3 dias en dichas condiciones (evitando la formacién de
agregados), posteriormente se cambié medio cada tercer dia durante 20 dias,

monitoreando la formacion de esferoides.

LDA (Limiting dilution analysis)
Para el ensayo LDA por sus siglas en inglés “limiting dilution analysis” se emplearon

tranfecciones estables de la linea celular HeLa. Una vez obtenidas las lineas estables,
se sembraron las siguientes cantidades de células: 160, 120, 80, 40, 20 y 2, por
triplicado en una caja de 96 pozos, empleando medio DMEM (marca: ATCC) 10 %
SFB, y se mantuvieron por siete dias a 37°C y 5 % COz, una vez cumplidos los 7 dias
se contaron el numero de colonias formadas por pozo y posteriormente se tifieron con

cristal violeta. Para determinar viabilidad.
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Tincion con Cristal Violeta

Se desechd el medio de cultivo de la placa, se lavdé con PBS, posteriormente se
agrego6 200 uL de etanol por pozo y se colocaron durante 10 min a una temperatura
de -20°C, después se retirod el etanol dejando secar los pozos por completo, se les
agregd 200 pL de cristal violeta durante 10 min para posteriormente realizarle 5
lavados con agua, se dejé secar por 24h, pasado el tiempo, se agrego 200 uL de
acido aceético por pozo dejando disolver bien y se tomo el contenido de cada uno de
los pozos para transferirlo a una nueva placa donde se determin6 su absorbancia en

el lector de ELISA a 590 nm.
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Resultados y Discusion

Apartado 1-. Determinacion del efecto de la inhibicion de hnRNP H1, en la expresion
de ARN mensajero de la Survivina, asi como de las isoformas survivina DEX3 vy
survivina 2B.

Figura 10- Efecto de la Inhibicion del ARN mensajero de hnRNP H1 en la expresion de Survivina
Endogena en la linea celular HeLa. A PCR semi-cuantitativo de células Hela transfectadas con el
ARN de interferencia de hnRNP H1 y la expresion de la survivina endégena. (Se muestra el porcentaje
de expresion de cada una de los ARN mensajeros) y Gréafica de barras de la Expresion relativa de la
survivina endogena (n=3) p<0.05, media £DS; B Gréfica de barras donde observamos el factor de
cambio del ARNm de la survivina al inhibir la sintesis de la proteina hnRNP H1(n=3) p<0.005 media
+DS. En los tres experimentos se empled gapdh como gen constitutivo para normalizar y se llevaron
a cabo trasfecciones transitorias de 48 h.

En el presente trabajo nos referiremos al ARN de interferencia para hnRNP H1 como
ARNi H1 y a la isoforma survivina wt (enddégena) unicamente como survivina. En la
figura 10 se presentan los resultados de la inhibicion de hnRNP H1 y el efecto que
esta tiene sobre la expresion de ARN mensajero de Survivina en la linea celular HelL a.
En la figura 10A podemos observar que la expresion de survivina disminuye al inhibir
la sintesis del ARNm de hnRNP H1 el cual disminuye 37.7 % (figura 10) a la derecha
se observa la grafica de barras que corresponde al promedio de los 3 experimentos
el cual fue de 28.2+8.8 % para survivinay 15.7 % para hnRNP H1y 14.9+4.0 % como

promedio. Estos resultados sugieren un posible efecto de hnRNP H1 sobre la
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expresion de ARN mensajero de Survivina, pero los cambios observados no son lo

suficientemente grandes para ser significativos.

Con la finalidad de verificar si la disminucion en la expresién de la survivina es
significativa, se optd por realizar PCR en tiempo real (figura 10B). Con este
experimento, podemos observar que la expresion de la survivina disminuye 16.7 %.
Estos resultados se analizaron utilizando la prueba estadistica t-student y se
determind que no existe una diferencia significativa de la expresion de survivina al
compararla con el control. Aunque se observa que la expresion de la survivina posee
una tendencia a disminuir cuando inhibimos la sintesis de hnRNP H1. Cabe
mencionar que las células empleadas en estos experimentos fueron sometidas a
trasfecciones transitorias de 48 h, tanto en la PCR semi-cuantitativa como en la PCR-
Tiempo Real. También se evalud la expresion de las isoformas: survivina DEX3 y
survivina 2B, los resultados se presentan en la figura 11, los experimentos se
realizaron por duplicado y se encontr6 que ambas isoformas; survivina DEX3 y
survivina 2B, no presentan un cambio en su expresion en presencia del ARNi H1; ya

que su expresion fue de 97.3+4.0 % y 99.9+0.7 % respectivamente.
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Figura 11- Inhibicién del ARN mensajero de hnRNP H1 y el efecto en la expresion de
las isoformas Survivina DEX3 y survivina 2B en la linea celular HeLa. A PCR semi-
cuantitativo de células Hela transfectadas con el ARNi hnRNP H1 y la expresion de
la isoforma survivina DEX3 (Se muestra el porcentaje de expresién de cada uno de
los ARNm (n=3). B PCR semi-cuantitativo de células HelLa transfectadas con el ARNi
hnRNP H1 y la expresion de la isoforma survivina 2B (Se muestra el porcentaje de
expresion de cada uno de los ARNm) (n=2). En todos los experimentos se empled
gapdh como gen constitutivo para normalizar y se llevaron a cabo trasfecciones
transitorias de 48 h.

Posteriormente, se evalu6 el efecto del ARNi H1 sobre la expresiéon del ARN
mensajero de survivina en la linea celular MCF-7. En la figura 12A se muestra la
estandarizacién de la expresion basal de los genes survivina y hnRNP H1, en la linea
celular MCF-7 y se compar¢ frente a la expresién relativa de los mismos genes en la
linea celular HelLa. Los valores obtenidos de expresién para cada gen fueron los
siguientes: survivina con 80.4 % y hnRNP H1 con 85.0 %. En el panel B de la misma
figura se muestra la determinacion de la expresion relativa de survivina endégena de
la linea celular MCF-7 al inhibir la sintesis de hnRNP H1 y se obtuvo una expresion

para survivina endégena de: 84.0 % y la expresion de hnRNP H1 fue 55.0 %.
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Figura 12- Estandarizacion y cuantificacion de la expresion de la survivina en células HelLa y
MCF-7. A PCR semi-cuantitativo de la expresién basal de survivina y hnRNP H1, en la linea
celular MCF-7 y HeLa (n=1). B PCR semi-cuantitativo de las células MCF-7 trasfectadas con
el ARN de interferencia de hnRNP H1 y la expresién de la survivina enddégena (Se muestra el
porcentaje de expresion de cada una de los ARN mensajeros). En los todos los experimentos
se emple6é Gapdh como gen constitutivo para normalizar y se llevaron a cabo trasfecciones
transitorias de 48 h.
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Anélisis

Los resultados mostrados en la figura 10A sugieren un posible efecto de inhibicion de
hnRNP H1 sobre la expresion de ARN mensajero de Survivina parecidos a los
resultados obtenidos en los experimentos de los antecedentes experimentales, pero
no son lo suficientemente grandes para determinar el efecto. Por lo cual se
complementaron con una técnica mas cuantitativa; PCR-Tiempo Real (figura 10B), al
efectuar el analisis estadistico se determiné que no existe una diferencia significativa
de la expresion de survivina al compararla con el control, por lo cual unicamente
podemos decir que existe una tendencia a disminuir del ARN mensajero de survivina,
aunque faltaria realizar nuevos ensayos para validar esto. También se evalud la
expresion de las isoformas survivina DEX3 y survivina 2B; isoformas que se eligieron
ya que son las que se expresan en mayor medida junto con la survivina wt, ademas
de ser isoformas representativas con caracteristicas pro-apoptéticas “survivina 2B” y
anti-apoptéticas “survivina DEX3” (Khan y Ferguson 2014). Los resultados se
presentan en la figura 11 donde se observa que no hay cambio en la expresiéon de
ninguna de las dos isoformas, por lo cual la inhibicion de hnRNP H1 no afecta la
regulacion del ARNm de ninguna de sus isoformas. Finalmente, se evalu6 el efecto
del ARNi H1 sobre la expresion del ARN mensajero de survivina en la linea celular
MCF-7, para asi comprobar que los resultados observados se debieran a la
interaccion general de la proteina hnRNP H1 con el ARNm de survivina, y no a causa
de alguna caracteristica propia de la linea celular empleada, en este caso HelLa. Para
ello, primero se estandarizo la expresion basal de los genes survivina y hnRNP H1 en
la linea celular MCF-7 (figura 12A); los resultados obtenidos muestran que la
expresion basal de los genes survivinay hnRNP H1 es menor en la linea celular MCF-
7 que en Hela. Posteriormente se llevd a cabo la determinacion de survivina
endégena al inhibir hnRNP H1 mediante el experimento de RT-PCR semi-cuantitativo,
para asi determinar si la inhibicion de hnRNP H1, modula la expresion de ARNm de
Survivina wt en la linea celular MCF-7. Los resultados obtenidos muestran que al igual
que en la linea celular HelLa, no existe diferencia significativa, pero si se observa una

tendencia a disminuir la expresion de survivina cuando inhibimos hnRNP H1.
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Apartado 2-. Determinacion del efecto de inhibicion de hnRNP H1, en la expresién a
nivel de proteina de: Survivina, survivina DEX3 y survivina 2B; en la linea celular
Hela.

Survivina Endogéna

Figura 13- Efecto de la inhibicion de hnRNP H1 en la expresion de la proteina de la Survivina
Enddgena en la linea celular HeLa. A Western blot de células HelLa trasfectadas con el ARNi de
hnRNP H1 y la expresion de la proteina de la survivina endégena, se muestra el porcentaje de
expresion de cada una de las proteinas. B Grafica de barras de la expresion relativa de la survivina
enddgena (n=3) p<0.005, media +DS. En los experimentos se emple6 gapdh como gen constitutivo
para normalizar y se llevaron a cabo trasfecciones transitorias de 48 h.

Para determinar el efecto en la expresion de la proteina de survivina cuando inhibimos
hnRNP H1 (figura 13), se realizé un western blot, se emplearon trasfecciones
transitorias de 48 h en la linea celular HelLa. En la figura 13A se presentan imagenes
representativas de los experimentos efectuados, donde la expresion de survivina es
27.6 %, al inhibir hnRNP H1 con el ARNi H1 con respecto al control Luc, mientras que
la proteina hnRNP H1 tiene una expresion de 66.7 %. En el panel B se muestra la

grafica de barras de la expresion promedio de los triplicados experimentales, las
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cuales tuvieron los siguientes valores: 27.71+4.9 % para survivinay 66.7+10.6 % para
hnRNP H1. Empleando para los experimentos gapdh para la normalizacién.
Ademas, se evaluo la expresion de las isoformas survivina DEX3 y survivina 2B (figura
14); asi como de la proteina Xiap, con la finalidad de observar si la proteina hnRNP
H1 tiene algun efecto sobre algun otro miembro de la familia de las IAPs. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: para la survivina 2B la expresion fue de
100 %, la isoforma survivina DEX3 fue de 95 % y para Xiap fue de 98 %; mientras que
hnRNP H1 se expresaba en 47 %.
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Figura 14- Efecto de la inhibicion de hnRNP H1 en
la expresion de las proteinas: survivina 2B,
Survivina DEX3B y Xiap (n=1). Durante la
normalizacion se empleé gapdh como gen
constitutivo 'y se realizaron trasfecciones
transitorias de 48 h.
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Anélisis

Ademas de la determinacion del efecto de inhibicién de hnRNP H1, en la expresion
de ARNm de Survivina mostrados previamente, donde se observd que la proteina
hnRNP H1 no esta regulando el ARN mensajero de survivina, también se evaluo el
efecto de hnRNP H1 a nivel de proteina de survivina cuyos resultados se muestran
en las figuras 13 y 14. En estos ultimos ensayos se observo que la proteina de
survivina disminuye 72.4% cuando las células son transfectadas con el ARNi H1
(figura 13B). Estos resultados sugieren que la proteina hnRNP H1 podria estar
participando de forma importante en la regulacion de la expresion de survivina a nivel

de proteina, aunque es necesario realizar mas ensayos para validar dicha hipotesis.

La produccion y el mantenimiento de las proteinas implica un gran numero de
procesos, los cuales se pueden dividir en dos grandes grupos: los procesos pre-
traduccion; los cuales engloban todos los procesos involucrados con el procesamiento
del ARN mensajero y que van desde la trascripcion, transporte y la degradacién del
ARN mensajero y los involucrados con la traduccidn de las proteinas que son aquellos
que abarcan la sintesis proteica en sus tres pasos: iniciacion, enlongacion y
terminacion; asi como la localizacion, modificacion y destruccion de las proteinas
(Vogel y Edward, 2012). Asi, para determinar el tipo de interaccién en la cual esta
participando hnRNP H1 sobre la sintesis proteica de survivina, es necesario realizar
pruebas que abarquen el segundo grupo de mecanismos involucrados con el
procesamiento de las proteinas; ya que como se presenta en el apartado numero uno,
la inhibicion de hnRNP H1 no afecta la expresion a nivel de ARN mensajero de
survivina ni de las isoformas survivina DEX3 y survivina 2B; los experimentos
necesarios para determinar el tipo de interaccion a nivel de proteina forman parte de
una etapa diferente a este proyecto, por lo que quedan a disposicion de experimentos
futuros. Cabe mencionar que unicamente se determiné el efecto a nivel de proteina

en la linea celular HeLa y no se evalu6 en la linea celular MCF-7.

También se evaluo si el efecto de la inhibicion de la proteina hnRNP H1 era exclusivo

de la survivina wt por lo cual se determiné la expresion de las isoformas survivina
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DEX3 y survivina 2B, asi como de la proteina Xiap (figura 14), esta ultima con la
finalidad de observar si la proteina hnRNP H1 tiene algun efecto sobre algun otro
miembro de la familia IAPs. Xiap se eligié dado a que es uno de los miembros mas
representativitos y con mayor interaccion en la inhibiciéon del proceso de apoptosis.
Con base en los resultados anteriores, donde se aprecia que no hay cambio en los
niveles de expresion a nivel de proteina en ninguna de las dos isoformas de survivina
DEX3 y 2B; asi como tampoco en la proteina Xiap en presencia del RNAi H1, se
puede asumir que la proteina hnRNP H1 no tiene ningun efecto sobre expresiéon a

nivel de proteina de ninguna de las isoformas, ni sobre la proteina Xiap.
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Ensayos funcionales en las lineas celulares Hela y Mcf7, ambas lineas
con expresion estable del ARNi hnRNP H1

Para determinar si las trasfecciones con el ARNi H1 afectaban de alguna manera el
crecimiento celular se efectuaron trasfecciones estables de la linea celular HelLa
(figura 15) y de la linea celular MCF-7 (figura 16). Se observé que, al poner a crecer
ambas lineas, hubo una drastica diferencia en cuanto al crecimiento ya que las células
transfectadas con el ARNi H1 en ambas lineas celulares HeLa y MCF-7, tardaban
mas tiempo en crecer en comparacioén con el control. Por esta razén se decidido
sembrar un numero conocido de células, tanto del control como de la linea celular
transfectada con el ARNi de interferencia esto para cada linea celular. Se sembraron
180,000 células de la linea HelLa estable tanto para el control como del ARNi y
posteriormente se observo el crecimiento de ambas durante 4 dias y se tomaron
imagenes representativas en los dias 1 y 3 (figura 15), que fueron los dias donde se
apreciaban los cambios en la linea con el ARNi H1 con respecto al control. En cuanto
a la linea MCF-7 se sembraron 200,000 células y el periodo de observacién fue de 5
dias, tiempo necesario para llegar a la maxima capacidad de la caja cultivo, que es
menor que HelLa dado que esta linea tiene una tasa de crecimiento menor. Las
imagenes representativas se tomaron del dia 1, 3 y 5 (figura 16), dias donde se

observaron cambios.
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Figura 15- Crecimiento Celular en la linea HeLa. Crecimiento celular observado en los dias 1y 3,
empleando trasfecciones estables con el ARNi H1.

Como se puede observar en la figura 15, las células HelLa que contenian integrado el
ARNi H1 crecian lento en comparacion con el control Luc. En cuanto a la linea celular
MCEF-7 (figura 16), la diferencia en el crecimiento con el ARNi H1, es mas notoria con
respecto al control Luc, que en la linea celular HeLa. Esto se debe a que la linea
celular MCF-7 presenta divisiones celulares mas lentas que la linea Hela, por lo que
se pudo apreciar mejor la diferencia. En la imagen se puede ver que la confluencia en
la caja control Luc en el dia 5 es de 100 % mientras que la de la caja con el ARNi H1

es menor al 50 % aproximadamente (figura 16).

63



UNAM

Linea Celular MCF-7

RNAI H1

Figura 16- Proliferacion Celular en la linea celular MCF-7. Evaluado a los dias: 1,3 y 5;
empleando trasfecciones estables con el ARNi H1.

Los resultados anteriores nos muestran, de manera general, el efecto de la proteina
hnRNP H1 sobre el crecimiento celular, debido a que en ambas lineas se ven
afectadas. Con base en los resultados anteriores, se puede presumir que la inhibicion
de hnRNP H1, afecta la expresion de la proteina survivina, por lo cual el crecimiento
celular disminuye dado que, como se mencion¢ anteriormente, la survivina participa
de forma importante en la divisién celular (Selvaraj y Fang, 2013) alterando, de esta
forma, la cantidad de células que se producen. Sin embargo, se deben realizar otras

pruebas para verificar lo antes descrito.
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Apartado 3-. Evaluacion del efecto de inhibicién de la proteina hnRNP H1 sobre el

crecimiento celular en la linea HelLa, mediante el ensayo LDA.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la inhibicion de hnRNP H1 sobre el crecimiento
celular, y su posible papel en la regulacién de la expresion de la survivina, se llevo a
cabo el ensayo LDA por sus siglas en inglés “Limiting dilution analysis” (Analisis de la
dilucion limite). Un ensayo de dilucion limitante es una técnica experimental que sirve
para cuantificar la proporcion de particulas biolégicamente activas (células) en una
poblacion, los dos principales requisitos para esta técnica consisten en tener cultivos
independientes y que la frecuencia de particulas biolégicamente activas sea
constante (Hu y Gordon, 2009), para ello, se realizan replicas que varian en el numero
de particulas activas analizadas, en nuestro caso el numero de células; se efectuan
diluciones sucesivas de estas, continuandolas hasta la extincion de la respuesta o
cerca de ella. De esta manera la tasa de respuestas positivas y negativas a cada dosis
permite inferir la frecuencia de las particulas biolégicamente activas (Hu y Gordon,
2009).

En la figura 17 se presentan los resultados obtenidos del ensayo anterior, el cual se
llevd a cabo en la linea celular HeLa, empleando transfecciones estables con el ARNi
para hnRNP H1. En la figura 17A se muestra una imagen representativa del ensayo
LDA, las columnas representan la cantidad de células presentes por dilucion, las
cuales fueron: 160, 120, 80, 40 y 2, mientras que las filas corresponden a las réplicas
experimentales, donde las filas nombradas como Luc pertenecen al control y las filas
nombradas como H1 pertenecen a la linea celular estable para el ARNi H1. Para
determinar la cantidad de células presentes por pozo se midid la absorbancia

transcurridos siete dias (figura 17B).
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Para efectuar la determinacion de la absorbancia fue necesario fijar y tefiir las células
utilizando cristal violeta, resultado que se presenta en la figura 17A; ya que esta
técnica permitio efectuar una mejor lectura, también ayudé a la eliminaciéon de los
factores pertenecientes al medio de cultivo que impedian la observacion, ademas el
colorante con el que fueron tefidas evitd la refraccién de la luz, lo que permitié una
buena visibilidad. Posteriormente se midié la absorbancia (figura 17B), para ello fue
necesario extraer el colorante de las células después de ser tefiidas, mediante la
utilizacion del acido acético. Se efectud esta determinacion, debido a que la lectura
de la absorbancia, esta directamente relacionada con el nimero de células de células

presentes por pozo.

Figura 17- Analisis de la dilucién limite “Limiting Dilution Analysis” (LDA) Trasfecciones estables, linea
celular HelLa. A placa representativa del experimento LDA (n=3), donde las filas Luc, corresponden al
control y las filas H1 corresponden a la linea con el ARNi H1, las columnas corresponden a la cantidad
de células sembradas, B Promedio de la cuantificacion de la absorbancia de la placa (n=3); C Western
blot de la linea estable HelLa para el control (Luc) y el ARNi H1, se utilizé como proteina constitutiva
gapdh.

Finalmente, en el panel 17C se presenta el western blot de la proteina hnRNP H1 en
la linea celular HeLa estable con el ARNi H1, en ésta se puede observar la
disminucién del 52% de la proteina hnRNP H1 con el ARNi H1 en comparacion con

el control Luc.
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Anélisis

El ensayo de analisis de la dilucion limite se emplea en varias determinaciones en las
que destaca la cuantificacion de bacterias, de células inmunocompetentes, de células
madre y es muy comun su uso en inmunologia para el estudio de células T y células
B y las interacciones de ambas (Bonnefoix y Philippe, 1996; Hu y Gordon, 2009). En
este trabajo, se emple6 para determinar de forma cuantitativa la proliferacion celular
después de someter a la linea celular HeLa a la trasfeccion estable con el ARNi de
hnRNP H1 frente a un control Luc, también se efectud el conteo en el numero de
formacion de colonias, este ultimo, con poco éxito ya que no se pudo realizar un
conteo exacto en la formacion de colonias, debido a la interferencia ocasionada por
particulas pertenecientes al medio de cultivo y a los restos celulares que no podian
eliminarse con los lavados. Ademas, el reducido tamarfo de los pozos de la placa de
cultivo, las células y el color del medio de cultivo refringia la luz del microscopio
impidiendo una buena observacion, lo que dio como resultado una gran variabilidad
en los datos, generando resultados poco confiables, por esta razén se optd por

obtener la absorbancia de cada pozo.

En el panel B de la figura 17, se presenta los resultados del promedio de las
absorbancias, en ésta se puede observar una notoria disminucién en la cantidad de
células presentes en los pozos con las diluciones mayores (160, 120, 80) en las filas
H1, donde se aprecia que la absorbancia obtenida para éstas es aproximadamente la
mitad de la absorbancia obtenida en el control Luc. Mientras que en las ultimas dos
diluciones (40 y 2), presentan similar absorbancia tanto en el control como en H1;
resultados que no corresponden con lo observado al tefir las colonias ya que en la
diluciéon 40 se obtuvo una clara diferencia entre Luc y H1 (figura 17A), este ultimo
resultado se debio posiblemente a que el equipo ya no tenia la sensibilidad para

detectar dicha medicion al ser muy pequena.
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Apartado 5-. Evaluacion del efecto de la inhibicidon de la proteina hnRNP H1 en la

formacion de esferoides en la linea celular MCF-7.

Para la evaluacién del efecto de la inhibicion de hnRNP H1 sobre la proliferacion
celular en la linea MCF-7 se llevaron a cabo cultivos de esferoides, ya que este
modelo permite el estudio a pequeia escala de las condiciones reales de un tumor in

vivo con una mayor exactitud que los cultivos tradicionales.

En la figura 18 se presentan imagenes representativas de la formacién de esferoides,
el cual se llevd a cabo en la linea celular MCF-7, empleando trasfecciones estables
con el ARNiH1 y el control Luc. El experimento consistié en sembrar 1 000 000 células
tanto del control como con de las células con el ARNi H1, para después ser sometidas
a las condiciones descritas en material y métodos. Una vez en las condiciones

descritas, se fue monitoreando la formacién de los esferoides.

Se tomaron imagenes representativas del crecimiento de los esferoides (figura 18), a
los dias: 6, 8, 10 y 12; que fueron los dias donde se observaron diferencias evidentes
en la formacion de los esferoides al inhibir hnRNP H1 con respecto al control Luc. Asi
pues, a partir del dia 6 se obtuvieron esferoides definidos en Luc, con respecto al
ARNi H1 donde solo se presentan agregados. Es necesario mencionar que como
parte de la técnica de cultivo se retiraban las células aisladas que no formaban
esferoides ni agregados, ya que la presencia de estas células genera estrés para las

células en formacion del esferoide.

En cuanto a los dias 8 y 10 la formacion de los esferoides es mas clara en el control
(figura 18), ya que en la imagen se pueden apreciar el contorno de los esferoides mas
definidos, ademas de que se comienzan a definir las zonas caracteristicas de los
esferoides. Por ultimo, para comprobar la disminucién de la proteina hnRNP H1 en la
linea celular MCF-7 en las trasfecciones estables, se llevé a cabo un western blot
(figura 18B), donde se obtuvo que la expresion de proteina hnRNP H1 es de 60.2%

usando para la estandarizacion gapdh como gen constitutivo.
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Figura 18- Formacién de Esferoides en la linea celular MCF-7. A Curso temporal de la formacién de
esferoides, dia 1, 6, 8, 10, y 12. B Western Blot de la proteina hnRNP H1 de células MCF-7 estables con
el ARN de interferencia contra hnRNP H1.
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Analisis

Para la determinacion del efecto de inhibicion de hnRNP H1 sobre la proliferacion
celular en la linea celular MCF-7 se llevaron a cabo cultivos de esferoides, se opté por
esta técnica, debido a que se ha observado que la linea celular MCF-7 es capaz de
formar esferoides en casi todas las condiciones de cultivo en 3D conocidas;
incluyendo el método de suspension empleado en este trabajo, el cual es un método
relativamente sencillo, econdmico y permite la posibilidad de aumentar la produccidn
de esferoides (Froehlich y Haeger, 2016). Los modelos de cultivo en 3D como los
esferoides, son un modelo potencial para el estudio de la biologia celular y de la
investigacion del cancer. Su aplicacion ha aumentado en los ultimos afios, ya que
este tipo de modelos asemeja en gran medida las condiciones de los tumores in vivo
en comparacion a los cultivos convencionales en 2D que son mas limitados
(Pampaloni y Emmanuel, 2007). Ademas, se ha reportado que en la formacion de los
esferoides se expresan niveles altos de una gran diversidad de proteinas entre las
que se encuentran: proteinas metabdlicas, de respuesta-estrés celular, estructurales,

de transduccion de senales y proteinas de transporte celular (Nath y Gayathri, 2016).

En la figura 18 podemos observar la formacioén y el crecimiento de los esferoides en
los cultivos del control Luc con respecto a los cultivos con el ARNi H1 donde no se
observo dicha tendencia, ya que a partir del dia 6 se comenzo a observar la formacion
de los esferoides en el cultivo del control para el dia 10 la formacién de los esferoides
era mas evidente ya que se aprecia el contorno de los esferoides mas definidos,
ademas de que se comienzan a definir las zonas caracteristicas de los esferoides. La
cual se divide en tres: la zona mas externa se caracteriza por contener en su
estructura células en proliferacion, la segunda zona esta conformada por un area
hipdxica interna con células quiescentes y por ultimo la parte mas interna un nucleo
necrotico (Froehlich y Haeger, 2016). Finalmente, en el dia 12 en Luc se observan
esferoides bien definidos de mayor tamafio, ademas se percibe con claridad el centro
necrotico (figura 19A); mientras que en la linea transfectada con el ARNi H1 solo se
observaron agregados celulares pequefos y deformes. En cuanto al tamano de los

esferoides obtenidos en el ensayo, estos presentan distintos tamarfios (figura 18A),
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ocasionados por el método de obtencién empleado” suspension” (Pampaloni y

Emmanuel, 2007). el tamafio de los esferoides maduros aproximado reportado con el

método de suspension es de 100 a 200 um (Froehlich y Haeger, 2016).

Una posible explicacion por la que no se estan formando los esferoides en la linea
con el ARNi H1, es la alteracion de los ciclos de divisién celular, como se mencioné
previamente la zona mas externa de los esferoides se caracteriza por tener células
en proliferacion constante. Al inhibir hnRNP H1 disminuye la cantidad survivina,
proteina importante en el proceso de division celular (Selvaraj y Fang, 2013).
Afectando directamente la formacién de los esferoides, pero seria necesario

complementar con otros experimentos dicha suposicion.
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Conclusiones

1.- La inhibicién de hnRNP H1, aunque presenta tendencia a disminuir, no afecta la
expresion del ARN mensajero de survivina, asi como tampoco la expresién del ARN
mensajero de las isoformas survivina DEX3 y survivina 2B. Ademas, dicho
comportamiento no es exclusivo de una sola linea celular; ya que tanto la linea celular

HelLa como en MFC-7 se observa el mismo comportamiento.

2.- La expresion a nivel de proteina de la survivina wt, disminuye al inhibir hnRNP H1;
pero no se modifica la expresion de las isoformas survivina DEX3, survivina 2B y
tampoco de la proteina Xiap. Por lo cual, hnRNP H1 participa de forma importante
unicamente en la regulacion de la survivina wt; cuyo mecanismo debera ser

determinado en ensayos posteriores.

3.- La inhibicion de hnRNP H1 afecta el crecimiento celular en la linea celular Hela,
ya que las lineas con trasfecciones estables con el ARNi H1, presentan menor
crecimiento celular. El mecanismo por el cual se esta llevando este proceso aun no
es conocido, pero es posible que se lleve mediante la interaccion hnRNP H1 con la

survivina, por lo cual, para validar esto se necesitan ensayos complementarios.
4.- La inhibicion de la proteina hnRNP H1, afecta la formacion de esferoides en la

linea celular MCF-7; ya que las lineas con trasfecciones estables con el ARNi H1, no

formaban esferoides.
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De manera general; hnRNP H1 participa en la regulacion a nivel de proteina de
survivina a través de mecanismos independientes a la regulacion a nivel de ARN
mensajero, interaccion que debera ser estudiada mas adelante mediante
experimentos relacionados a nivel de sintesis proteica. Por otro lado, esta
participacion modifica el crecimiento celular en el caso de la linea celular HeLa y la
formacion de esferoides en la linea celular MCF-7. Los mecanismos por los que se
llevan a cabo éstas interacciones son desconocidas, por lo que seria necesario

realizar mas experimentos.

Expectativas

1.-Incrementar la inhibicidon del ARN mensajero de hnRNP H1 a través del disefio de
nuevos ARN de interferencia, con el fin de evaluar nuevamente si la inhibicion de

hnRNP H1 y si esta afecta los niveles de ARN mensajero de la survivina.

2.-Complementar los resultados obtenidos, mediante la sobreexpresién de hnRNP
H1, y evaluar el efecto ensayos de apoptosis y clonogenecidad en las lineas celulares
HelLa y MCF-7.

3.-Determinar si la proteina de hnRNP H1 puede formar un complejo con el ARNm de

la survivina y de esta forma evaluar si tiene una participacién directa o no en la

regulacion de la expresion de la proteina de survivina.
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