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Resumen

Lefl (factor de union a potenciador linfatico 1) es una proteina de 48 kD que en
humanos es codificada por gen lefl, se expresa en linfocitos B 'y T. Lefll
pertenece a una familia de proteinas reguladoras que comparten homologia con
el grupo de alta movilidad de la proteina-1 (HMG1). Es un factor de
transcripcion que media una respuesta nuclear a las sefiales de Wnt
interactuando con B-catenina. En presencia de Wnt y dado otros eventos
celulares Lef y Tcf dan lugar a la activacion transcripcional de genes. En
ausencia de Wnt, Lef y Tcf en union con Groucho y CBP reprimen la
transcripcion. Se ha visto que en linfocitos T CD8* neonatales se encuentran
sobre expresados estos factores transcripcionales y genes de la via de Wnt/ B-
catenina. Investigciones recientes indican que la via de B-catenina tiene un papel
antagonista a la via del TCR, asi como investigaciones realizadas en el
laboratorio de inmunologia celular del CIDC motraron que silenciamiento de Tcf
aumenta la expresion de IL-2 y CD69 en linfocitos T CD8*. Dichos sucesos nos
llevaron a la pregunta ¢ el silenciamiento de Lef 1 aumentara la activacion de
linfocitos T CD8* ?

En este trabajo evaluamos el efecto del silenciamiento de Lef 1 en linfocitos de
neonatos y adultos, atreves de los niveles de transcripcion por gPCR de IL-2 y
la expresién de CD69 por citometria de flujo. Se logré el silenciamiento de Lef1.
Sugerimos que el silenciamiento de Lef induce una mayor activacién de PBMCs.
En conjunto nuestros resultados y antecedentes del laboratorio sugieren que

tanto como LEF/TCF ejercen una modulacién en la activacion de linfocitos T.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Inmunidad.

El estado de resistencia contra patdogenos (natural o adquirido) de los
organismos multicelulares se conoce como inmunidad. Esta resistencia esta
conformada por 6rganos, moléculas, células y vias de senalizacion que interactuan
en una red dinamica para ofrecerle al hospedero un estado de homeostasis. A tal

conjunto dinamico se le denomina sistema inmune (Abbas et.al., 2012).

Después de su nacimiento, los neonatos pasan de un ambiente basicamente
tolerante, donde se encuentran protegidos por los anticuerpos de su madre, a un
ambiente que presenta varios retos inmunologicos. No existe inmunidad celular
pasiva, por lo que son mas sensibles a patdgenos intracelulares, en general la
respuesta inmune neonatal en comparacion con la de un adulto presenta diferentes
caracteristicas, como un sesgo mayor hacia la inmunidad innata, desarrollo de
respuestas a patdégenos mas lentas, numero bajo de células de memoria, respuesta
disminuida a vacunas, entre otras (Marchant y Goldman 2005; Cuenca et.al., 2013;

Schmiedeberg et.al., 2016).

El sistema inmune se encuentra divido por su funcionalidad en dos: el sistema
inmune innato y sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato es la primera
linea de defensa del organismo contra patégenos, brinda una respuesta rapida, con

especificad enfocada a grupos de patdégenos y presenta una respuesta similar en



cada exposicion al patoégeno. Por otro lado, el sistema inmune adaptativo brinda una
respuesta tardia, especifica para cada patdbgeno y genera memoria, en
consecuencia, en encuentros posteriores con el mismo patdégeno genera una
respuesta mas fuerte, eficiente y rapida. Pese a sus diferencias, el sistema inmune
innato y adaptativo trabajan de manera conjunta; en esta dinamica, el sistema
inmune innato activa al sistema inmune adaptativo, mientras que el sistema inmune
adaptativo responde potenciando la respuesta del sistema inmune innato durante la
infeccion. De esa manera, el sistema inmune brinda una proteccion a el organismo

(Kuby et.al., 2014).

1.2 Inmunidad innata.

La inmunidad innata proporciona barreras fisicas como el epitelio y las mucosas,
barreras quimicas como péptidos antimicrobianos y pH acido en el epitelio. Estos
son mecanismos que existen antes de una infeccion para prevenirla. También
cuenta con células y moléculas que brindan diferentes tipos de proteccién. Los
fagocitos como los neutréfilos o macréfagos digieren y eliminan por mecanismos
enzimaticos y estallido respiratorios a células y patdgenos. Las proteinas
plasmaticas como el sistema del complemento, cuya unién a células o bacterias
genera lisis y opsonizacion. Ademas, la unién de estas proteinas a receptores
celulares especificos puede desencadenar inflamacién y secrecion de moléculas
inmunorreguladoras. Las células cebadas, basdfilos y eosindéfilos secretan granulos

que permiten la destruccion en particular de parasitos. Las células asesinas



naturales (NK) distinguen células sanas de células infectadas por medio del
complejo de histocompatibilidad clase | (MHC 1) para su posterior destruccion. El
MHC | esta expresado en todas las células nucleadas del organismo, cuando las
NK encuentran células que han perdido este complejo o patdégenos que crean un
complejo similar, liberan sus granulos citotoxicos y provocan su muerte. Las células
dendriticas forman un puente funcional entre el sistema inmune innato y el
adaptativo. Reciben este nombre debido a sus caracteristicas morfolégicas, y
capturan patdégenos para presentar presentan en sus membranas péptidos del
antigeno acoplado en su MHC; esta presentacion la realizan para la activacion de
las células T, que al reconocer el péptido por el receptor de linfocitos T (TCR) se

activan para ejecutar una respuesta inmunologica.

El sistema inmune innato hace el reconocimiento de patégenos microbianos por
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés Pattern recognition
receptor) como receptores tipo toll (TLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores de
lectinas, pentraxinas, colectinas y focolinas, por mencionar algunos. El
reconocimiento de patdgenos es llevado acabo por caracteristicas conservadas en
los microorganismos. Los patrones moleculares asociados a microorganismos
(PAMP, del inglés pathogen-associated molecular patterns), pueden ser de origenes
distintos, acidos nucleicos ARN y DNA en virus y bacterias respectivamente,
proteinas como la quitina, componente celular de la pared celular de hongos; entre
otras moléculas sintetizadas por microorganismos que no sintetizadas por

mamiferos. También reconocen patrones moleculares asociados a dano celular



(DAMP, damage associated macromolecular patterns) y proteinas como las HSP y
el acido urico. La especificad del sistema inmune innato en el reconocimiento esta
dado por moléculas firma de grupos de microorganismos que poseen semejanzas
entre ellos, esto debido a que los receptores del sistema inmunitario innato estan
codificados en la linea germinal, teniendo un repertorio de aproximadamente 103

patrones moleculares (Abbas et.al., 2012; lwasaki, 2015; Kuby et.al., 2014).
1.2.1 Inmunidad adaptativa.

El sistema inmune adaptativo estda compuesto por dos tipos de linfocitos: los
linfocitos B que se generan en el bazo y los linfocitos T que se generan en el timo.
Estas células poseen caracteristicas especiales como: diversidad, especificidad,

memoria, expansion clonal y tolerancia hacia elementos propios del organismo.

El sistema inmune adaptativo posee un alta especificad que esta determinada
por el reconocimiento de porciones especificas de proteinas, polisacaridos o
macromoléculas pertenecientes a patégenos; dichas porciones se llaman epitopos.
El sistema inmune adaptativo posee una alta gama de receptores que reconocen
distintos epitopes; esta rica variedad surge a partir de una cantidad limitada de
genes en la linea germinal que codifican para los receptores de linfocitos, que
gracias a un proceso de recombinacién somatica genera una amplia variedad de

receptores para antigenos de entre 107 y 10°.

Para su funcionamiento el sistema inmune adaptativo requiere de la colaboracion

de células presentadoras de antigenos (APC) que juegan un papel muy importante



al advertir a células linfoides de la presencia de patégenos. Cuando los linfocitos
reconocen el patdégeno al que son afines, en un contexto de alarma inmunoldgica,
se activan, proliferan y se diferencian. La proliferacién les permite generar mas
copias de células que reconozcan especificamente el mismo patégeno, con el
objetivo de eliminar eficazmente la propagacién de patdégenos. En su diferenciacion
las células pueden llegar a ser células efectoras o de memoria. La memoria
inmunoldgica es la informacion que se almacena de un patdégeno a consecuencia
de la exposicidn de éste con el sistema inmune; su principal funcion es brindar una

respuesta mas rapida, intensa y de larga duracién contra exposiciones futuras.

Los linfocitos T son células que efectian mecanismos celulares para el aumento
de la respuesta inmune, su coordinaciéon o para la eliminacién directa de células
infectadas. Se dividen en dos grupos: los linfocitos T CD4* cooperadores y los
linfocitos T CD8* citotdxicos. Ambos linfocitos reconocen antigenos por medio de las
células presentadoras de antigenos (APC) en una interaccion entre el receptor de
linfocitos (TCR) y el complejo de histocompatibilidad clase | para las células T CD8*

y clase Il paralas T CD*

Los linfocitos B se generan en el higado fetal y la médula espinal, y para ser
células funcionales necesitan ser activadas ya sea de manera independiente o
dependiente de células T. Dicha activacion los lleva a proliferar, diferenciarse a
células plasmaticas o de memoria. Ademas, son las células plasmaticas las

encargadas de producir anticuerpos que uniran especificamente a el patégeno por



el cual han sido activadas, opsonizandolo para su posterior eliminacion (Abbas

et.al., 2012; Kuby et.al., 2014).

1.3 Linfocitos T.

Las dos clases principales de linfocitos T son los linfocitos T CD4* cooperadores
y T CD8* citotoxicos. Los linfocitos T CD4* (como dice su nombre) cooperan en la
respuesta inmunitaria coordinando la activacion y proliferacion de linfocitos T CD8*,
el aumento de la actividad de macrofagos y la produccion de anticuerpo por las
células B plasmaticas. Los linfocitos T CD4* se diferencian en tres principales
subgrupos. Los linfocitos TH1 son activados por IL-12 e IFN- y en defensa a
microbios intracelulares; las sefiales pueden ser obtenidas por medio de células
dendriticas, macrofagos vy linfocitos NK. Esta diferenciacion se da por la activacion
de factores transcripciones STAT1, STAT4 y el factor firma T-bet. Los linfocitos TH1
producen IFN- y que media funciones como la activacion de macréfagos y la
produccion de anticuerpos tipo IgG3. Los linfocitos TH2 son activados por IL-4 en
defensa de helmintos y alérgenos. Estas sefiales pueden provenir de células
cebadas, basdfilos y eosindfilos; ademas, tienen como factor firma a GATA-3, y
producen IL-4, que participa en la produccién de IgE, IL-5 e IL-13 que juegan un
papel en la activacion de eosindfilos y secrecion de mucosas respetivamente. Los
linfocitos TH17 son el subgrupo activado por citocinas pro-inflamatorias como IL-6,

IL-1 y TFG-B3, que desencadenan diferenciacion por el factor transcripcional RORyt



en respuesta a bacterias extracelulares y hongos; siendo sus funciones efectoras

guiadas por IL-17 e IL-22 implicadas en funciones de inflamacion y de barrera.

Las citocinas producidas por cada subgrupo promueven la polarizacidon de éstos,
inhibiendo la diferenciacion de otros subtipos (Abbas et.al., 2012) (Kuby et.al.,

2014).

1.3.1 Linfocitos T CDS8.

Los linfocitos T CD8* son las células que eliminan principalmente patégenos
intracelulares, cuya eliminacién consiste en la muerte de células infectadas por
medio de mecanismos apoptdticos relacionados con vias de sehfalizacién de las

caspasas pro-apoptoéticas.

Los linfocitos T CD8* se encuentran circulando por la linfa en un recorrido por los
ganglios linfaticos del cuerpo, hasta encontrar el antigeno al que son afines. Dicho
encuentro es precedido por un mecanismo denominado presentacion de antigeno,
evento en el cual las células presentadoras de antigenos (APC) muestran péptidos
del antigeno asociado a el complejo de histocompatibilidad clase | a el receptor de
linfocitos T (TCR) de los linfocitos T CD8*. Esta activacion esta complementada con
la unién de senales co-estimuladoras de receptores de membrana como CD28, asi
como de sefiales mediadas por citocinas. Una vez activados los linfocitos, la
expresion de receptores en la membrana se ve alterada. En las primeras horas de

la activacion los linfocitos T aumentan la expresion de CD69, esta proteina se une



al receptor para la 1-fosfato de esfingosina llamado S1RP1 y reduce su expresiéon
en la superficie impidiendo la migracién de los linfocitos de los nodos linfaticos. .De
esta manera, los linfocitos permanecen en los nodos linfaticos con la finalidad de
recibir sefales posteriores de proliferaciéon y diferenciacion, por otra parte la
activacion lleva a el aumento en la expresion del receptor CD25, que responde a la
citocina IL-2 estimulando la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos T activados. Pasadas entre 24 y 48 horas después de la activaciéon ocurre
una expresion del ligando para CD40, evento que marca el comienza de la
capacitacion de sus funciones efectoras, terminando con la expresion de CTLA-4,
inhibidor de la activacion que juega un papel como regulador. Los linfocitos

generados por este proceso de denominan T CD8* efectores o CTL.

La interacciéon del TCR de los CTL con el MHC | de células infectadas provoca la
activacion de funciones efectoras en los linfocitos T CD8* que llevan a la muerte
celular por dos mecanismos independientes (figura 1). El principal mecanismo es la
liberacion de proteinas citotoxicas granzima y perforina asociadas a serglucina en
granulos que se endocitan por las células blanco. También hay la formacion de
poros en la membrana por la perforina. En el citosol, la perforina falicita la liberacion
de granzimas, mientras que las granzimas activan caspasas como la caspasa 3 pre-
apoptética y Bid de la familia Bcl-2, que desencadenan la via mitocondrial de la
apoptosis. El segundo mecanismo de muerte celular se da mediante el ligando de
Fas (FasL) que se une al receptor de apoptosis Fas. Esta interaccion activa

caspasas y ambos mecanismos llevan a la célula a apoptosis. Durante la muerte de



células infectadas, las células T CD8" no se ven afectadas, posiblemente por la
especificidad durante el contacto célula-célula impide la difusiéon de los granulos
liberados y por enzimas proteliticas como la catepsina, que elimina estas moléculas

efectoras en las CTL (Abbas et.al., 2012).

Linfocitos T CD8"

Linfocito T CD8" effector Célula infectada \ Qe

TCR :
cps  MHCI

2
é -
LFA-1  ICAM-1 1
Fas /

Apoptosis celular.

Figura 1. Mecanismo de muerte celular por CTL.

1.3.2 Activacion de linfocitos T CDS8".

La activacion es el conjunto de eventos de sefializacion que conducen a la
supervivencia, proliferacion celular, reordenamiento del citoesqueleto, cambios en
la expresion génica y un aumento de la actividad metabdlica. Cuando los linfocitos
T CD8* encuentran a su antigeno especifico, mostrado por una APC mediante el
contacto directo entre el TCR y MHC I, existe una agrupacion de los elementos de
activacion en balsas lipidicas. El reconocimiento del antigeno asociado a el MHC |

por el TCR induce la fosforilacion de las ITAM por Lck cinasa de la familia de Src, la
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fosforilacion de las ITAM las convierte en un buen lugar de acoplamiento para la
tirosina cinasa ZAP-70 de la familia Syk. Cada ITAM posee dos tirosinas; ambas
deben estar fosforiladas para el acoplamieno de ZAP-70. Enseguida ZAP-70
fosforila a LAT, proteina de andamio en la que se unen PLCy1, Ras y factores de
intercambio de GTP/GDP. PLCy1 activada hidroliza a PIP2 de la membrana para
generar IP3, que estimula el aumento en la concentracién de calcio citosolico y
DAG, que activa a PKC. Todos estos eventos llevan a la activaciéon de factores
transcripcionales que conllevan a la expresion de genes que codifican proteinas
necesarias para la expansion clonal, la diferenciaciéon y las funciones efectoras del

linfocito (figura 2) (Abbas et.al., 2012).

Activacion de T CD8.

| ,
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? ]: ‘ TCR. Linfocito T CD8*efector
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v[; ' B Expansion clonal | .
f : 5 Ilv (R / \\
| j ¢
\ } 112 | - '
/ " IL-2 l Linfocito T CD8* memona
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Figura 2. Activacion, proliferacion y direfenciacion de linfocitos T CD8.

1.3.3 Umbral de activacion.
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La activacion de un linfocito T CD8" es una respuesta de dependencia
multifactorial en la que no solamente un estimulo genera la activacion, sino el
conjunto de sefales positivas 0 negativas controlan la respuesta celular célula. El
balance entre las sefiales positivas y negativas genera un umbral de activacion en
el que se necesita una suma ponderada de sefales que inhiban las sefiales
negativas para que la célula se active (Santa y Esquivel, 2006). La activacion de las
células T es controlada por reguladores negativos, los mas conocidos son los
receptores inhibidores del reconocimiento del MHC como CTLA-4, algunas
moléculas como el factor de crecimiento tumoral (TGF-B) y la IL-10 muy bien
conocido como un factor de inhibicién de la sintesis de citosinas (Walunas et.al.,
2011; Filippi et.al., 2008; Zhenmin et.al.,2008; Freeman et.al., 2012: Ye et.al., 2007)
.También generan sefiales negativas la tirosina quinasa inhibidora de Src que se
encuentra en el comienzo de la sefalizacion de la via del TCR en la fosforilacion de

ITAM, entre otras.

Para superar estas inhibiciones se necesitan la acumulacion de sefiales positivas
como ZAP-70 y la fosforilacion de PKB. Las sefales positivas generan un cambio
en la expresion de genes y el metabolismo que conlleva a cambios en la actividad
e identidad celular (Abbas et.al., 2012; Santana y Esquivel, 2006). Como sefiales
negativas algunas investigaciones previas han reportado a la via de Wnt/B-catenina
como una via antagonista a la via del TCR, lo conocido hasta ahora es que [3-

catenina propicia la fosforilacion deficiente de la proteina de andamio LAT en el
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residuo Y132, proteina perteneciente a la via de activacion del TCR. Esto se asocia
con una fosforilacion defectuosa en PLCy y en la incorporacion de calcio. Esos

sucesos llevan a una produccién de IL-2 disfuncional (Driessens et.al., 2011).

1.4  Viade Wnt/ B-catenina.

La via de Wnt/ B-catenina es una via altamente conservada a través de la
evolucion. Se encuentra involucrada en procesos de regulacion, diferenciacion,
proliferacion, muerte celular, auto-renovacion de células madre hematopoyéticas,
migracion celular y otras vias de desarrollo in vivo (Huelsken et.al., 2002;
MacDonald et.al., 2009; Clevers, 2006; Teo y Kahn, 2010). En el sistema inmune la
via de Wnt esta implicada en el control de la proliferacién de células progenitoras,
decisiones de destino celular de las células madre, desarrollo de células T,
activacién de células T reguladoras, diferenciacion a memoria de las células T CD8*

y la maduracion de células dendriticas (Staal et.al.,2008 ).

La via de Wnt se encuentra relacionada con la activacion de linfocitos T y
presenta una funcion antagonista a la activacion del TCR (Driessens et.al., 2011).
La via candnica de senalizacion de Wnt comienza por proteinas Wnt que forman
parte de una numerosa familia de glucoproteinas de secrecion que se unen a los
receptores Frizzled y LRP5/6. La unién de Wnt a sus receptores recluta a Dvl que
es activada por fosforilacion, la activacion de Dvl provoca la disociacion del complejo

GSK-3/Axin que conduce a la inhibicion de GSK3p y ésta inhibe la activacion del
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complejo de destruccion de B-catenina (Huelsken et.al., 2002). Cuando (-catenina
se acumula en el citoplasma, es translocada a el nucleo donde su asociacion a los
factores transcripcionales Tcf1 y Lefl cambia la expresion génica, al liberar co-

represores Groucho (figura 3) (Daniels et.al., 2005).

Via canénica Via canénica
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Figura 3. Via canonica de de Wnt/ -catenina. En la parte izquierda se muestra la via
el ausencia de Wnt y en la parte derecha la unicén de Wnt a su receptor.

1.4.1 Tcfly Lefl.

Tcf1 y Lef1 son factores transcripcionales involucrados en el punto terminal de la
via de Wnt. En mamiferos existen cuatro ortélogos de Tcf1/Lef1, que presentan
cinco dominios conservados, el dominio HMG que es un motivo peptidico de

residuos basicos con secuencias especificas de afinidad al DNA, el dominio de
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unién a B-catenina en el extremo amino terminal, el dominio C Clam de union a
DNA, pequefio dominio basico enriquecido con cisteina y residuos aromaticos en el
extremo carboxilo termina. Se tiene la idea que su funcién esta relacionada con la
regulacion de genes dianas especificos. También esta el dominio Gro/TLE en el
que se unen los corepresores transcripcionales Groucho/TLE, reprimiendo objetivos
de la via de Wnt. Finalmente, el dominio basic tail que funciona como una sefial de
localizacion nuclear y dominio GBS implicado en la union de p-catenina (Cadigan y

Waterman, 2012).

Tcf1 y Lef1 tienen un papel fundamental en la maduracion de linfocitos T,
especificamente entre el paso de dobles negativos a dobles positivos, en el
desarrollo temprano y la decision de linaje de células T CD8%, en la cual Tcf1 y Lef1
tienen un papel de desacetilasas de histonas (HDAC) que aumentan la interaccion
de proteinas-DNA mediante la desacetilacion de lisinas. Estudios muestran que la
pérdida de Lef1/Tcf1 no puede ser compensada con otros miembros de la famila
HDAC y ambos factores son esenciales para establecer la identidad de células T
CD8* en una regulacion genética y epigenética conferida por la actividad HDAC

(Steinke y Xue, 2014; Xing et.al., 2016).

TCF

100 aa HMG domain lGE\S l C clamp

Figura 4. Dominios de identidad de la familia TCF/LEE.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinke%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24847765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xue%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24847765
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1.5 RNAI.

El mecanismo de RNAI (interferencia de RNA) es una supresion de genes por
medio de una secuencia de RNA. Existen algunos tipos de RNA que inducen la
degradan el transcrito en animales (Pratt y MaeRae, 2009; Huntzinger et.al., 2011).
Moleculas de RNA como miRNAs (microARNs) y siRNAs (small interfering RNA)
provocan interferencia de RNA mediante un complejo de proteinas denominado
RISC (Complejo de Silenciamiento inducido por ARN). Mientras los miRNAs
necesitan ser procesados por una ribonucleasa llamada Dicer para interactuar con
RISC, los siRNAs se unen directamente a estos, siendo el principal intermediario
del silenciamiento por RNAI dirigiendo especificamente la division de mRNA
objetivos complementarios a la secuencia del siRNA en un proceso comunmente
utilizado por la célula para la defensa celular contra patégenos (Khvorova et al.,
2003; Elbashir et.al., 2001; Tang G et.al., 2005; Paddison et.al., 2002). Las proteinas
Argonautas son el nucleo de los complejos RICS y estan compuestas de varios
dominios: Dominio N-terminar, dominio paz, dominio MID (middle: medio) y dominio
PIWI (Sontheimer etal., 2004; Hutvagner et.al., 2008). La estructura de las
proteinas Argonautas es bilobulada con dominios MID y PIWI a un lado de los N-
terminal y los dominios PAZ al otro. El dominio PIWI adopta un plegamiento similar
al de la RNasa H, dominio que brinda la capacidad de corte del mRNA (Hock et al.,
2008). Las proteinas Argonautas no se distribuyen al azar si no que concentran en
los centros de descomposicion de mARN que se conocen como cuerpos

citoplasmaticos (Sen and Blau, 2005). La interaccién de siRNAs a la region 3" UTR


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sen%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15908945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blau%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15908945
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(3'no codificante) del mMRNA se asocia a proteinas Argonautas 1,3 y 4 que conducen
a una represion de la traduccidn por impedimento estérico (Huntzinger et.al., 2011).
Mas sin embargo el siRNA que se asocia a CDS (regiones de secuencia codificante)
completamente, el mMRNA se escindira por la actividad endonucleolitica de la

proteina Argonauta 2 (figura 5) (Meister G et.al., 2004).

RNAi
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Figura 5. Mecanismo de RNAi mediado por la proteina Argonauta 2.



17

1.5.1 siRNA

La eficacia de las moléculas de siRNA depende de varios factores, incluyendo la
disponibilidad del blanco, estructura secundaria del mMRNA, posicion de coincidencia
y caracteristicas intrinsecas de siRNA y mRNA (Yoshinari et.al., 2004), que logran
mediante la aplicacion de un buen método de disefo. El disefio del siRNA es un
paso critico, debido a que pequefios cambios en la secuencia de nucleétidos

pueden afectar la funcion del sSIRNA (Amarzguioui et.al., 2004).

Las caracteristicas generales de la regién blanco del mRNA son, la exclusién de
SNP (polimorfismos de un solo nucle6tido) como diana para el disefio del siRNA,
debido a que puede causar variaciones con la eficiencia del silenciamiento en
diferentes lineas celulares (Schwarz et.al., 2006; Pei y Tuschl, 2006; ). Evitar
considerar partes intronicas y extremos 5’"UTR o 3’"UTR como sitios de disefio de
siRNA, debido a que son mas propensas a regulacion por proteinas. La solucién
esta en elegir regiones alrededor de 50-100 nucleétidos rio abajo del coddn de inicio
en el marco de lectura abierto del gen diana. Estudios recientes han demostrado
gue la accesibilidad del sitio diana debido a las estructuras secundarias del mMRNA
es otro determinante funcional del siRNA y cualquier variacion en el emparejamiento
de bases parciales en el sitio diana que influyen en la funcionalidad del siRNA. Para
abordar este problema se pueden analizar las estructuras secundarias mediante

sofware de acceso libre en la red (Luo y Chang, 2004).

Para las caracteristicas del siRNA existe una gran controversia en la longitud.

Mientras algunos autores sostienen que han obtenido buenos resultados con
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siRNAs de hasta 29 pares de bases, algunos otros afirman que el emplea miento
de siRNAs pequefios de entre 19 a 25 pares de bases puede conducir a una unién
mas especifica (Elbashir et.al., 2001). Sin embargo los siRNAs mas pequefios son
mejores para usar en células de mamifero, ya que los siRNA mas largos pueden
inducir una respuesta inmune (addison PJ et.al., 2002). Otra de las caracteristicas
bastante obvia pero vale la pena resaltar es la especificidad del siRNA mediante
una busqueda BLAST. El contenido de GC para un buen siRNA debe ser de entre
36 a 52% , esto debido a que un bajo contenido de GC conduce a una unién
inespecifica y débil, mientras que un alto contenido en GC puede presentar
dificultades en el desenrollado del duplex siRNA por helicasa y el complejo RISC.
Ademas los siRNAs mas funcionales tienen una region inestable (menor contenido
en GC). Esta inestabilidad interna aumenta la funcionalidad del complejo RISC,
gracias al buen desensamble del mRNA. Este panorama general nos permite
comprender y abordar determinadas especificidades para el disefio de un siRNA. A
si mismo también existen caracteristicas en regiones especificas, que permiten que
un siRNA tenga mayor probabilidad de éxito en ser un efectivo silenciador (Ui-Tei

et.al., 2004; Jagla et.al., 2005; Shabalina et.al., 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shabalina%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16472402
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2. ANTECEDENTES.

El sistema inmune neonatal tiene multiples factores que afectan la respuesta
inmunoldgica. Trabajos en el laboratorio mostraron que las células T CD8*
neonatales tienen un sesgo hacia la inmunidad innata y una baja funcion efectoras.
Se encontraron una serie de factores de transcripciéon diferencialmente expresados
entre las células T CD8* de adulto y neonato, entre ellos, los que factores de
transcripcion Lef1 y Tcf1, que se encuentran sobre expresados en linfocitos T CD8*
neonatales, en comparaciéon a los adultos (figura 6). Esta sobreexpresion podria
marcar el alto umbral de activacion que se ha reportado para las células neonatales

(Galindo-Albarran et.al., 2016).

Analisis del silenciamiento de TCF1 en nuestro laboratorio mostraron que el
silenciamiento de TCF1 en los linfocitos neonatales se vio asociado a un aumento
en los niveles de IL-2 y CD69 (Tesis de licenciatura de Andrea Castillo). Esto sugiere
que la activacion de los linfocitos es aumentada en ausencia del factor
trasncripcional TCF. Investigaciones del mismo laboratorio han arrojado la que la
expresion diferencial de factores de transcripcidn podria estar relacionado con las
diferencia en la actividad de linfocitos T CD8* de neonatos en comparacion con los

adultos.
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Figura 6. Perfil transcripcional de linfocitos T CD8* de neonatos y adultos.

3. JUSTIFICACION.

El sistema inmune neonatal no suele brindar una proteccion eficiente contra
enfermedades infecciosas. La falta de una respuesta robusta genera la
susceptibilidad del organismo a invasiones de patégenos y una respuesta deficiente
a vacunas (PrabhuDas et.al., 2011), por lo que enfermedades en esta etapa de la
vida pueden resultar mortales. Actualmente enfermedades como la neumonia y la
influenza tipo B, causadas por estreptococos y virus respectivamente, son causas
principales de muertes en niflos menores de 5 afos (Bosch et al., 2013). Siendo los
neonatos una poblacibn mas susceptible, no existen vacunas para los lactantes

contra de- terminados patdgenos como para el virus sinicitial respiratorio (LVSR)
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gue es el causante de muchas muertes en lactantes, y las vacunas que existen para
proteger las poblaciones de nifios y neonatos contra diferentes patégenos con
frecuencia generan una memoria inmunologica sesgada, que puede ser nociva,

aungue los anticuerpos generen una proteccion a corto plazo (Hurwitz, 2012).

Durante el embarazo y la lactancia, es el sistema inmune de la madre quien
proporciona la defensa contra patégenos por los anticuerpos que pasan por la
placenta, el calostro y la leche materna. Sin embargo, no existe inmunidad celular
pasiva y el neonato debe enfrentarse por si solo a patdégenos intracelulares de su
nuevo entorno (Cuenca et.al., 2013). Es claro que existe una diferencia en la
funcionalidad del sistema inmune neonatal y el sistema inmune de un adulto. Dichas
diferencias son las responsables de la alta susceptibilidad de los neonatos a
infecciones. Algunas de estas diferencias son la exposicion limitada de antigenos
en el utero de la madre que conlleva a la dependencia del sistema inmune innato
para la proteccion, bajos niveles de células de B y T de memoria, la presencia de
linfocitos B transitorias con un papel de células B virgenes, disminucién de los
perfiles de expresion de IFN e IL-12p70 contrastado con el aumento de IL-10, IL-17
e IL-23 (Basha et.al., 2014). Esto disminuyen la respuesta de los linfocitos TH1, que
son los encargados de la eliminacion de patdgenos intracelulares, dando como
resultado una mayor susceptibilidad a infecciones intracelulares y la disminucién de
respuestas a vacunas (PrabhuDas, et.al., 2011). Este trabajo se enfoca en estudiar

la posible regulaciéon negativa por Lef1 de la activacion de las células T y con esto
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establecer como diana esta via, para disminuir el umbral de activacion de los

linfocitos T CD8* neonatales.

4. HIPOTESIS.

La activacion de los linfocitos T CD8* neonatales es aumentada por el

silenciamiento de Lefl, como encontramos para Tcfl.

5. OBJETIVOS.

5.1  Objetivo general.

Evaluar el efecto del silenciamiento de Lef1 en la activacion de los linfocitos T

CD8* de neonatos y adultos humanos.

5.2  Objetivos particulares.
Disefar un siRNA especifico para Lef1.
Lograr la transfeccioén celular.
Inhibir la expresiéon de Lef1 mediante siRNAs por el método de lipofeccion.

Analizar el efecto de la inhibicion de Lef1 en células T CD8* neonatales y de adulto.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Procedencia de las muestras.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron a partir
de paquetes leucocitarios de sangre de adulto, donada por el Centro Estatal de
Transfusion Sanguinea de Cuernavaca. Las células mononucleares de sangre de
cordon (CBMCs) se obtuvieron del cordon umbilical de partos vaginales del Hospital

General Parres de Cuernavaca, con consentimiento informado de las madres.

6.2  Separacion de PBMCs y CBMCs.

La separacion de PBMCs y CBMCs se realizd mediante un gradiente de
densidad empleando Ficoll-Hypaque, polisacarido que permite la obtencién de
capas celulares de menor a mayor densidad por centrifugacion. En un tubo Falcén
estéril se agregaron 10 ml de Ficoll-Hypaque, mientras que en otro tubo Falcon se
mezclaron 20 ml de sangre con 10 ml de PBS (phosphate buffered saline) 1X. A
continuacion, el tubo que contenia la mezcla de sangre diluida se vertio lentamente
en el tubo con Ficoll-Hypaque, teniendo cuidado de no romper el gradiente formado.
Enseguida, se centrifugd a 1500 rpm durante 30 minutos a 20°C sin desaceleracion,
con lo cual se obtuvieron cuatro fases (figura 7).En esta separacion la fase superior
contiene plasma, debajo de esta se encuentra una fase blanca que contiene células

mononucleares, seguida de una fase de Ficoll-Hypaque y finalmente una fase de
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células de mayor densidad, principalmente eritrocitos y neutréfilos. Se recuperaron
las células mononuclares y se transfirieron a un tubo Falcon nuevo. Posteriormente
se realizaron dos lavados de las células con 40 ml de PBS 1X, centrifugando a 1400
rom durante 10 minutos a 20°C con desaceleracién. Se retird el sobrenadante y el
sedimento se resuspendio en seco, se anadié 1 ml de medio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) adicionado con 5% SFB (suero fetal bovino) para
realizar el conteo celular en la camara Neubauer. Las células se dejaron
incubando toda la noche a 37°C, 5% de CO2 a una concentracion de 8 X 106 células
por mililitro. Esto permitio la eliminacidn de los monocitos, mediante la adherencia
de estos grupos celulares al plastico. Al dia siguiente se recuperaron las células en
un tubo falcon, realizando lavados a la caja Petri con el medio que contenian, con
la finalidad de obtener las células que no se adhirieron. Se centrifugo a 1400 rpm
durante 10 minutos a 20°C con desaceleracion, se eliminé el sobrenadante y el
sedimento de resuspendio en 5 ml de medio RPMI adicionado con 5% de SFB. Se
realizé nuevamente el conteo celular en la camara Neubauer para utilizar estas
células o proceder a la purificacion de linfocitos T CD8*. Cuando se realizd la
obtencidn de linfocitos T CD8" se guardd 1 ml de eritrocitos con 4 ml de medio RPMI

adicionado con 5% de SFB en una caja Petri a 37 °C, 5% de CO2.
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Separacién por gradiente de densidad.

—
Plasma.
Sangre. centrifugacion
— PBMCs 6 CBMCs.

Ficoll. Ficoll.

| Granulocitos y Neutréfilos,

Eritrocitos.

Figura 7. Purificacién de sangre para la obtencién de PBMCs o CBMCs.

6.3 Purificacion de linfocitos T CDS.

Los linfocitos T CD8* se purificaron mediante el uso de RosetteSep™ Human T
Cell Enrichment Cocktail (Stemcell technologies), método de seleccién negativa en
el cual poblaciones distintas a células T CD8+ se unen a complejos tetraméricos
de anticuerpos que reconocen componentes de membrana como CD4, CD16,
CD19, CD36, CD56, CD66B, CD123, TCR y/® Yy glicoforina A (presente en los
glébulos rojos), formando una especie de rosetas densas que se van al fondo en un
gradiente de ficoll. El procedimiento fue el siguiente, una vez realizado el conteo
celular de PBMCs o CBMCs, se adicionaron 5 ml de eritrocitos con medio RPMI
suplementado con 5% de SFB apartados la noche anterior, mas 1 ml de RPMI
adicionado con 5% de SFB para el lavado de la caja de Petri que contenia los
eritrocitos. Se obtuvo un volumen final de 10 ml de la mezcla eritrocitos-PBMCs-
RPMI (o CBMCs segun sea el caso). Enseguida, se adicionaron 110 pl de

RosetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail por cada 3 x 108 de células. Se
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realizd una incubacién en agitacion leve por 40 minutos a temperatura ambiente,
después de la cual se agregaron a otro tubo que contenia 10 ml de Ficoll-Hypaque,
sin romper el gradiente formado. Después, se centrifugd a 1500 rpm durante 30
minutos a 20 ° C sin desaceleracion. El uso de un medio de formacion de gradiente
de densidad (Lymphoprep o Ficoll-Hypaque compatible con RosseteSep
Enrinhment kit) genero interfaces descritas en la figura 6. Se extrajo la fase blanca
de células T CD8*. Finalmente, se realizé un lavado de las células con 40 ml de
PBS 1X, centrifugando a 1400 rpm durante 10 minutos a 20°C con desaceleracion.
Se retird el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en seco. Se afiadié 1 ml
de medio RPMI adicionado con 5% SFB .Se realiz el conteo celular en la cAmara

Neubauer (figura 8).

Seleccion negativa por RossetteSep.

Centrifugacion
_ Plasma
> > __Células T CD8*
» — Medio de gradiente de
densidad PY
L ~ Immunorosettes ..'

Medio de gr \dx ente de Células T CD8*
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Célula £ TCDB* - 3
y ~
~ Complejo tetraédrico de

d /’\ R
n® e

Inmuno rosetas.

PBMCs 6 CBMCs,

\(\

Figura 8. Purificacion de PBMCs o CBMCs por RossetteSep
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6.4 Transfeccion celular.

Para la transfeccion se utilizé DharmaFECT1, agente utilizado para la
lipofeccion. Transporta siRNAs en liposomas cationicos que entran a las células por
medio de endocitosis (figura 9). El endosoma se rompe en el citoplasma liberando
el material genético. El siRNA expuesto en el citosol se une al complejo RISC para
degradar los ARNm blancos mediante un mecanismo de corte. La transfeccién se
realiz6 en PBMCs, CBMCs, CD8 totales y virgenes, dependiendo del rendimiento
obtenido en las purificaciones. Para la utilizar las células se centrifugaron a 1400
rom durante 10 minutos a 20°C con desaceleracion, se retiré el medio RPMI
adicionado con 5% SFB. Para eliminar todo el rastro del suero se procedio a realizar
un lavado con 40 ml de PBS 1X, después el sobrenadante se retiré y el sedimento
se re suspendio en seco, para posteriormente afadirle 1 ml de medio RPMI libre de
suero. Las células fueron distribuidas en una placa de 96 pozos, 4X10° células por
pozo en 5 ul, afiadiéndoles 33 ul de medio de transfeccion. La preparaciéon del medio
de transfeccion se realizo utilizando 2 tubos eppendorf de 1.5 ml, afnadiendo en uno
22 ul de la solucion de siRNA 5 uM con 11 pl de medio libre de suero y en el otro 1
pl de DharmaFECT con 32 ul de medio libre de suero, ambos tubos se incubaron
por 15 minutos a temperatura ambiente. Después del tiempo de incubaciéon se
transfirid el tubo que contenia la solucién del siRNA al tubo que contenia el

Dharmafect, se dej6 incubar 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado el
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tiempo de incubacién se afadié el medio de transfeccidn, se llevé a un volumen final
por pozo de 250 ul con medio libre de suero y se dejo en incubacion por 36 horas
a 37°C en atmosfera de 5 % de CO2. Pasado un periodo de 24 horas se suplemento
el medio al 2% con FBS. Al término del tiempo las células fueron recuperadas.
Finalmente, se procedioé a realizar la activacion celular o fueron preparadas para la

extraccion de RNA con la finalidad de evaluar el silenciamiento de /ef7.

Lipofeccion.

Figura 9. Mecanismo de accién del Dharmafect. Los liposomas catiénicos ingresan a
la membrana celular.

6.5 Estimulacion celular.

La estimulacién celular se realizé por la union cruzada con x-CD3 y x-CD28,
seguido de un anticuerpo secundario para asemejar la activacion celular de células
T. Se partio de 4X10° células para la estimulacion celular antes de la transfeccion
con una perdida aproximada de 30% debido muerte celular. Después de obtener las

células transfectadas se centrifugd a 1500 rpm 5 min a 4°C, se retiré el
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sobrenadante y las células fueron re suspendidas en 0.5 ml de medio RPMI
adicionado con 5% de SFB. Se agregaron los anticuerpos «x-CD3 (especificaciones)
y x-CD28 (especificaciones) en una concentracion de 1ug/ml, se incub6 30 minutos.
Pasada la incubacion se adicioné anticuerpo anti-mouse 1gG (Rabbit anti-Mouse
IgG (H+L) ZyMax™ Grade) en una concentracion de 1ug/1ml. Se realizaron analisis

de expresion y citometria de flujo.

6.6 Obtencion de RNA.

Para la extraccion de RNA total se utilizé el método Trizol-Cloroformo. Para la
cual, después de la transfeccion o la activacion las células se dejaron en 1 ml de
Trizol una noche a -80°C. Al dia siguiente se agregaron 200 ul de cloroformo, se
agito por vortex 1 min. Para obtener las fases de los distintos componentes celulares
se centrifugd a 11500 rpm por 15 min a 4° C. Se recupero la fase superior incolora
teniendo cuidado de no tocar la fase blanca (DNA). Se agreg6 500 pl de isopropanol
frio, se mezclé por inversion y se incubd 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm, 20 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante
y se recupero el sedimento. Se realizé un lavado con etanol al 75% frio. Se seco el
pellet celular y se resuspendid en agua libre de RNAsas. Para medir la

concentracion del RNA obtenido se utilizé el kit Quibit (Invitrogen Q32866).
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6.7 Sintesis de cDNA.

Para la sintesis de cDNA, se realizo el protocolo del kit Thermo Scientific RevertAid

Reverse Transcriptasa (Thermo Scientific #EP0441).

6.8  Analisis por citometria de flujo.

Con el fin de medir la eficiencia en la purificacion de linfocitos T CD8*, se realiz
el marcaje con el anticuerpo T CD8* (Tonbo Biosciences dilucién: 1:8 en Facs Juice
1X ) y x-CD3 (Tonbo Biosciences dilucion: 1:8 en Facs Juice) para verificar la
pureza de la poblacion de linfocitos T T CD8* neonatales y de adultos. Para tefiir las
células con anticuerpos se agrego6 10 ul de los anticuerpos mencionados, se incubd
30 minutos en hielo. Para prevenir uniones inespecificas, se realizaron dos lavados
con Facs Juice 1X, 5 minutos a 1500rpm y 4°C. Finalmente se dejaron las células

fijadas en 300 ul de paraformaldeido 1X.

Para el analisis de la activacion en celulas transfectadas activadas y no
activadas, se utilizd el marcaje con el anticuerpo CD69 (GeneTex dilucién: 1:8 en
Facs Juice) .CD69 se expresa en la membrana celular después de 4 horas
aproximadamente de la activacion lo cual nos permitié verificar si el silenciamiento
de LEF1 permite una mejor activacion de linfocitos T CD8* neonatales. Se siguio el

protocolo anterior para tincion de anticuerpos.
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6.9 Evaluaciéon de la transfeccion.

El andlisis de la transfeccion se realizd con un siRNA inespecifico marcad con
fluoresceina en el citometro de flujo. Para el control del silenciamiento de lefl,

evaluamos la concentracion de mRNA por medio de qPCR de lefl.

6.10 Analisis de activacion celular por medio de la expresion de

IL-2.

La falta de buenos rendimientos en la obtencién de células virgenes y totales nos
llevo a relizar los analisis de activacion en PBMCs y CBMCs. Durante la activacion
una de las principales moléculas tempranas es IL-2, que actia como factor de
crecimiento de los linfocitos T y activador de la proliferaciéon de linfocitos B, la

medicion de la expresion de ésta se realizé por RT-gPCR.

7. RESULTADOS

7.1 Purificacion celular.

Para los experimentos de silenciamiento de lef1 en adultos se realizaron con
linfocitos T CD8+ totales y virgenes, se obtuvieron purezas arriba del 90% y se
eliminaron las células de memoria que tienen el marcador CD5RO como puede

observarse para dos muestras en la figura X.
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Porcentaje de linfocitos T CD8 virgenes de adulto por citometria de flujo.
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Figura 10. Pureza de linfocitos de dos muestras de adultos humanos.

7.2 Disefio del siRNA contra lefl.

El disefio del siRNA se realizé en las regiones intronicas, excluyendo a las
regiones 5y 3".Con la finalidad de realizar un disefio de siRNA contra lef1, que fuera
especifico para las todas isoformas de Lef1, se realizé una seleccion de las regiones

de intrones (Apéndice 1) que compartian en comun las cuatro isomorfas del gen.
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Se procediod a generar un analisis de las conformaciones de los MRNA de las partes
de los intrones, con la finalidad de analizar lo detalles termodinamicos del
plegamiento para escoger regiones accesibles. Para ésto se utilizé la plataforma
The mfold Web Server de la universidad de Albany. Se tomaron en cuenta aquellas
regiones del mMRNA en las que se presentaban loops y se les sobre valoro a aquellas
regiones que se encontraban entre al menos 2 loops (Apéndice 2). Dadas estas
condiciones se utilizaron las plataformas siRNA at whitehead y Invivo gen siRNA
Wizard v3.1 para el disefio del siRNA'y el Scrambled respectivamente. La seleccion
de plataformas se realizé mediante la busqueda bibliografia y una evaluacién de
distintas plataformas como: Invivo gen siRNA Wizard v3.1, siRNA at whitehead,
genScript, Dharmacos RNAI, siDirect version 2.0. La evaluacion de las plataformas
se llevo a cabo mediante la generacidon de un programa en Phyton que evaluo los
valores ideales de un siRNA (Apendice 3). Se generaron las siguientes secuencias

de siRNAs de 21 nucled6tidos como se muestra en la siguiente tabla.

Lef1 Scrambled

FWS GAAUGUCGUUGCUGAGUGUAC | GUCGGCUUGCGAUUGUAAUUA

RVS ACACUCAGCAACGACAUUCGC |AUUACAAUCGCAAGCCGAGAG

Tabla 1. Secuencia de los siRNAs

Los siRNAs fueron sintetizados por Sigma Genosys.
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7.3 Control de transfeccion.

Para evaluar la eficiencia de la transfeccion, se utilizé siRNA control asociado a
fluoresceina (FIT-C, 5 uM en buffer de siRNAs), obteniendo rendimientos del 5 al 12
% en la transfeccion, en celulas de adultos humanos, se realizaron mas
experimentos tanto en neonatos como en adultos pero debido a la muerte celular y
a fallas en el equipo de citometria de la UAEM (datos del citometro) no se logro
visualizar efectivamente las poblaciones transfectadas con el siRNA fluorescente.
Los datos que a continuacion se presentan fueron obtenidos en el Cytometry-

FACSCanto ii V87500122 del IBT de la UNAM.
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Figura11. Dot plot de la transfeccién con siRMA asociade a fluoresceina (FITC-A) datos analizados en el Cytometry-FACSCanto ii VE7500122, a)

Imagen A; muestra controles negativo de transfeccion. b) La imagen B perteneciente a una muestra tratada con siRNa fluorescente muestra un ligero
movimiento de la poblacion transfectada hacia valores positivos de tincion con FITC-A. C) repeticion del experimento anterior.

7.4  Transfeccidn del siRNA especifico.

Para confirmar la estabilidad del ARN, se corrié un gel de agarosa al 1% como
se muestra en la imagen. Debido a las pocas concentraciones obtenidas de ARN de
la mayoria de los experimentos solo se corri6 un gel de agarosa, en células
sometidas a transfeccion. Hecho que quisimos verificar debido también al nimero

minimo de células con las que se trabajé (aproximadamente 3 millones de células).
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ansfeccién con siRNA Lefl

Coatrol de peso

molecular

Figura 12. Gel de agarosa a el 1% . De izquierda a derecha a) control peso molecular
b) transfeccién con siRNA contra Lef c) Control de transfeccién.

Para evaluar el silenciamiento del gen Lef1 con el siRNA disefiado, se realizé la
medicién del ARNm por medio de qPCR en T CD8* virgenes de adulto y CBMCs,
con estandarizados anteriormente en el laboratorio. Se analizé la expresion de Lef1

utilizando como gen de referencia GAPDH.

Como puede observarse en la ilustracion (figura 13), se logré un notable
silenciamiento de Lef1 con el siRNA disefiado tanto en células de neonato como en
células de adulto. El siRNA scrambled nos genero algo de silenciamiento sobre las
células transfectadas, sin embargo, el siRNA especifico nos generé un

silenciamiento mayor en todas las muestras transfectadas.
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Figura13.  Niveles de expresién de LEF/GAPDH. En la imagen se muestran los distintos tratamientos de la

transfeccion, observandose un eficiente silenciamiento de Lef en presencia de SUM del siRNA contra Lef,
mientras que al aumentar la eoncentracidn a [0UM  del mismo, ¢l silenciamiento se vuelve menos eficiente.
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7.5 Efecto del siRNA sobre la activacion en CBMCs y PBMCs.

Para evaluar la activacion tras el silenciamiento de lef1, se analizaron moléculas
de activacion temprana. La expresién de CD69 en la membrana y la expresion de

IL-2 por evaluacion de su transcrito.

En lailustracion (figura 14) se muestran los resultados de la evaluacion de CD69.
Se puede observar que tras el silenciamiento de Lef en PBMCs, la activacion dio
como resultado un incremento en la expresion de CD69. No se realizé una medicion

de CD69 en CBMCs debido a la falta de reactivo necesario para realizar dicha

medicion.
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Figura 14. Niveles de expresion de CD69.



39

En la figura 15 la evaluacion de IL-2, se observd un aumento en la expresion de IL-
2 en PBMC y una disminucion en las CBMC dio como resultados preliminares un

aumento en la expresion de IL-2 y CD69. Mientras que en CBMCs se observo una

disminucion de IL-2.

Estos resultados son muy preliminares, ya que se realizé una sola evaluacion.
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Figura 15. Niveles de expresion de IL-2.

8. DISCUSION
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El objetivo del presente trabajo fue analizar los efectos en la activacion de

linfocitos humanos tras el silenciamiento del factor trasncripcional de Lef1. Para

lograr este objetivo fue necesario el disefio de un siRNA especifico para todas las

isoformas de Lef1. La eficiencia de transfeccion fue muy baja y no se pudo evaluar
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ya que tuvimos problemas con la accesibilidad al citdmetro de flujo ya que estas
muestras no se fijan. Sin embargo, en todas las preparaciones celulares se
encontro un silenciamiento de Lef. Lamentablemente nuestro siRNA scramble tuvo
algun efecto en la expresion de Lef, por lo que resta volver a disefiar un siRNA
scramble. Cuando evaluamos el efecto del siRNA de Lef, observamos como para el
caso del siRNA para Lef1 que realizé6 una compafera del laboratorio previamente,
que la activacion de las PBMC aumentd, tanto en la expresion de IL-2 como de
CD69. Esto indica, que los mismos factores transcripcionales dependientes de la
via canonica de WNT son antagonistas a la activacion por el TCR. Esto podria
deberse a que genes responsivos a estos factores tienen un efecto negativo sobre
la activacion celular o que la actividad deacetilasa de histonas de estos factores
sobre genes que responden a la via de wnt y a la del TCR pudieran permanecer
cerrados. De cualquier forma, cabe sefalar que nuestros experimentos no son

conclusivos.

Las diferencias del silenciamiento de Lef sobre la expresion de IL-2 en neonatos
y adultos, reveld que mientras en adultos el silenciamiento de Lef1 favorece la
expresion de esta citocina, en neonatos se ve disminuida. Fue sorprendente que el
silenciamiento de Lef tuviera efectos contrarios en linfocitos neonatales, pero no

podemos asegurar este resultado, ya que fue en una sola evaluacion.
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9. CONCLUSIONES

El siRNA disefiado en el laboratorio produce un silenciamiento de Lef1.

Logramos la purificacion de linfocitos T CD8™ virgenes de adultos

Se sugiere que el silenciamiento de Lef induce una mayor activacién de PBMC

En conjunto nuestros resultados y antecedentes del laboratorio sugieren que tanto
como LEF/TCF ejercen una modulacion en la activacion de linfocitos T, aunque los

resultados con Lef no son conclusivos.

10. PERSPECTIVAS

Realizar repeticiones de nuestros resultados preliminares, con la finalidad de

concluir el papel que tiene Lef1 sobre la activacion de linfocitos T CD8* virgenes.

Realizar del doble silenciamiento de LEF1/TCF1 en linfocitos T CD8* virgenes de

adulto.

Realizar un enfoque multifactorial de las moléculas implicadas en la activacion y las
moléculas que se encuentran regulando a estas, mediante un enfoque matematico
y computacional dinamico que nos permitan encontrar hazas de regulacion entre

este sistema multifactorial.
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12. APENDICE

12.1 Apéndice 1.

A continuacion se muestran las regiones de intrones de las isoformas de Lefy el

la secuencia blanco establecida para el disefio del siRNA.

Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1 (LEF1), transcript variant

2, mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_001130713.2

GenBank Graphics
>NM_001130713.2:1190-2305 Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1

(LEF1), transcript variant 2, mRNA

ATGCCCCAACTCTCCGGAGGAGGTGGCGGCGGCGGGGGGGACCCGGAACT
CTGCGCCACGGACGAGATGA
TCCCCTTCAAGGACGAGGGCGATCCTCAGAAGGAAAAGATCTTCGCCGAGAT
CAGTCATCCCGAAGAGGA
AGGCGATTTAGCTGACATCAAGTCTTCCTTGGTGAACGAGTCTGAAATCATCC

CGGCCAGCAACGGACAC
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GAGGTGGCCAGACAAGCACAAACCTCTCAGGAGCCCTACCACGACAAGGCC

AGAGAACACCCCGATGACG

GAAAGCATCCAGATGGAGGCCTCTACAACAAGGGACCCTCCTACTCGAGTTA

TTCCGGGTACATAATGAT

GCCAAATATGAATAACGACCCATACATGTCAAATGGATCTCTTTCTCCACCCAT

CCCGAGAACATCAAAT

AAAGTGCCCGTGGTGCAGCCATCCCATGCGGTCCATCCTCTCACCCCCCTCA

TCACTTACAGTGACGAGC

ACTTTTCTCCAGGATCACACCCGTCACACATCCCATCAGATGTCAACTCCAAA

CAAGGCATGTCCAGACA

TCCTCCAGCTCCTGATATCCCTACTTTTTATCCCTTGTCTCCGGGTGGTGTTG

GACAGATCACCCCACCT

CTTGGCTGGTTTTCCCATCATATGATTCCCGGTCCTCCTGGTCCCCACACAAC

TGGCATCCCTCATCCAG

CTATTGTAACACCTCAGGTCAAACAGGAACATCCCCACACTGACAGTGACCTA

ATGCACGTGAAGCCTCA

GCATGAACAGAGAAAGGAGCAGGAGCCAAAAAGACCTCACATTAAGAAGCCT

CTGAATGCTTTTATGTTA

TACATGAAAGAAATGAGAGCGAATGTCGTTGCTGAGTGTACTCTAAAAGAAAG

TGCAGCTATCAACCAGA

TTCTTGGCAGAAGGTGGCATGCCCTCTCCCGTGAAGAGCAGGCTAAATATTAT

GAATTAGCACGGAAAGA
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AAGACAGCTACATATGCAGCTTTATCCAGGCTGGTCTGCAAGAGACAATTATG
GTAAGAAAAAGAAGAGG
AAGAGAGAGAAACTACAGGAATCTGCATCAGGTACAGGTCCAAGAATGACAG

CTGCCTACATCTGA

Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1 (LEF1), transcript

variant 3, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_001130714.2

GenBank Graphics
>NM_001130714.2:1190-2350 Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1

(LEF1), transcript variant 3, mRNA

ATGCCCCAACTCTCCGGAGGAGGTGGCGGCGGCGGGGGGGACCCGGAACT
CTGCGCCACGGACGAGATGA
TCCCCTTCAAGGACGAGGGCGATCCTCAGAAGGAAAAGATCTTCGCCGAGAT
CAGTCATCCCGAAGAGGA
AGGCGATTTAGCTGACATCAAGTCTTCCTTGGTGAACGAGTCTGAAATCATCC
CGGCCAGCAACGGACAC
GAGGTGGCCAGACAAGCACAAACCTCTCAGGAGCCCTACCACGACAAGGCC

AGAGAACACCCCGATGACG
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GAAAGCATCCAGATGGAGGCCTCTACAACAAGGGACCCTCCTACTCGAGTTA

TTCCGGGTACATAATGAT

GCCAAATATGAATAACGACCCATACATGTCAAATGGATCTCTTTCTCCACCCAT

CCCGAGAACATCAAAT

AAAGTGCCCGTGGTGCAGCCATCCCATGCGGTCCATCCTCTCACCCCCCTCA

TCACTTACAGTGACGAGC

ACTTTTCTCCAGGATCACACCCGTCACACATCCCATCAGATGTCAACTCCAAA

CAAGGCATGTCCAGACA

TCCTCCAGCTCCTGATATCCCTACTTTTTATCCCTTGTCTCCGGGTGGTGTTG

GACAGATCACCCCACCT

CTTGGCTGGTTTTCCCATCATATGATTCCCGGTCCTCCTGGTCCCCACACAAC

TGGCATCCCTCATCCAG

CTATTGTAACACCTCAGGTCAAACAGGAACATCCCCACACTGACAGTGACCTA

ATGCACGTGAAGCCTCA

GCATGAACAGAGAAAGGAGCAGGAGCCAAAAAGACCTCACATTAAGAAGCCT

CTGAATGCTTTTATGTTA

TACATGAAAGAAATGAGAGCGAATGTCGTTGCTGAGTGTACTCTAAAAGAAAG

TGCAGCTATCAACCAGA

TTCTTGGCAGAAGGTGGCATGCCCTCTCCCGTGAAGAGCAGGCTAAATATTAT

GAATTAGCACGGAAAGA

AAGACAGCTACATATGCAGCTTTATCCAGGCTGGTCTGCAAGAGACAATTATG

GTAAGAAAAAGAAGAGG
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AAGAGAGAGAAACTACAGGAATCTGCATCAGGTGGAAAACGAAGCTCATTCC
CAACGTGCAAAGCCAAGG

CAGCGACCCCAGGACCTCTTCTGGAGATGGAAGCTTGTTGA

Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1 (LEF1), transcript

variant 4, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_001166119.1

GenBank Graphics
>NM_001166119.1:518-1429 Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1

(LEF1), transcript variant 4, mRNA

ATGGCAGAGGTGGCCAGACAAGCACAAACCTCTCAGGAGCCCTACCACGACA
AGGCCAGAGAACACCCCG
ATGACGGAAAGCATCCAGATGGAGGCCTCTACAACAAGGGACCCTCCTACTC
GAGTTATTCCGGGTACAT
AATGATGCCAAATATGAATAACGACCCATACATGTCAAATGGATCTCTTTCTCC
ACCCATCCCGAGAACA
TCAAATAAAGTGCCCGTGGTGCAGCCATCCCATGCGGTCCATCCTCTCACCC
CCCTCATCACTTACAGTG
ACGAGCACTTTTCTCCAGGATCACACCCGTCACACATCCCATCAGATGTCAAC

TCCAAACAAGGCATGTC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001166119.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001166119.1?report=graph
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CAGACATCCTCCAGCTCCTGATATCCCTACTTTTTATCCCTTGTCTCCGGGTG
GTGTTGGACAGATCACC
CCACCTCTTGGCTGGTTTTCCCATCATATGATTCCCGGTCCTCCTGGTCCCCA
CACAACTGGCATCCCTC
ATCCAGCTATTGTAACACCTCAGGTCAAACAGGAACATCCCCACACTGACAGT
GACCTAATGCACGTGAA
GCCTCAGCATGAACAGAGAAAGGAGCAGGAGCCAAAAAGACCTCACATTAAG
AAGCCTCTGAATGCTTTT
ATGTTATACATGAAAGAAATGAGAGCGAATGTCGTTGCTGAGTGTACTCTAAA
AGAAAGTGCAGCTATCA
ACCAGATTCTTGGCAGAAGGTGGCATGCCCTCTCCCGTGAAGAGCAGGCTAA
ATATTATGAATTAGCACG
GAAAGAAAGACAGCTACATATGCAGCTTTATCCAGGCTGGTCTGCAAGAGAC
AATTATGGTAAGAAAAAG
AAGAGGAAGAGAGAGAAACTACAGGAATCTGCATCAGGTACAGGTCCAAGAA
TGACAGCTGCCTACATCT

GA

PREDICTED: Homo sapiens lymphoid enhancer binding factor 1 (LEF1),

transcript variant X2, mRNA

NCBI Reference Sequence: XM_005263047.1
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GenBank Graphics
>XM_005263047.1:22-1062 PREDICTED: Homo sapiens lymphoid enhancer

binding factor 1 (LEF1), transcript variant X2, mRNA

ATGGCAGAGGTGGCCAGACAAGCACAAACCTCTCAGGAGCCCTACCACGACA
AGGCCAGAGAACACCCCG
ATGACGGAAAGCATCCAGATGGAGGCCTCTACAACAAGGGACCCTCCTACTC
GAGTTATTCCGGGTACAT
AATGATGCCAAATATGAATAACGACCCATACATGTCAAATGGATCTCTTTCTCC
ACCCATCCCGAGAACA
TCAAATAAAGTGCCCGTGGTGCAGCCATCCCATGCGGTCCATCCTCTCACCC
CCCTCATCACTTACAGTG
ACGAGCACTTTTCTCCAGGATCACACCCGTCACACATCCCATCAGATGTCAAC
TCCAAACAAGGCATGTC
CAGACATCCTCCAGCTCCTGATATCCCTACTTTTTATCCCTTGTCTCCGGGTG
GTGTTGGACAGATCACC
CCACCTCTTGGCTGGCAAGGTCAGCCTGTATATCCCATCACGGGTGGATTCA
GGCAACCCTACCCATCCT
CACTGTCAGTCGACACTTCCATGTCCAGGTTTTCCCATCATATGATTCCCGGT
CCTCCTGGTCCCCACAC
AACTGGCATCCCTCATCCAGCTATTGTAACACCTCAGGTCAAACAGGAACATC

CCCACACTGACAGTGAC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_005263047.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_005263047.1?report=graph
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CTAATGCACGTGAAGCCTCAGCATGAACAGAGAAAGGAGCAGGAGCCAAAAA
GACCTCACATTAAGAAGC
CTCTGAATGCTTTTATGTTATACATGAAAGAAATGAGAGCGAATGTCGTTGCT
GAGTGTACTCTAAAAGA
AAGTGCAGCTATCAACCAGATTCTTGGCAGAAGGTGGCATGCCCTCTCCCGT
GAAGAGCAGGCTAAATAT
TATGAATTAGCACGGAAAGAAAGACAGCTACATATGCAGCTTTATCCAGGCTG
GTCTGCAAGAGACAATT
ATGGTAAGAAAAAGAAGAGGAAGAGAGAGAAACTACAGGAATCTGCATCAGG
TGGAAAACGAAGCTCATT
CCCAACGTGCAAAGCCAAGGCAGCGACCCCAGGACCTCTTCTGGAGATGGA

AGCTTGTTGA

12.2 Apeéndice 2.

Estructuras secundarias generadas en The mfold Web Server.
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-254.60 RNA 1

dG =
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Created Fri Sep 1 00016232017

OUPLn of 9 _craph ()

mcld_uail 4.7

-263.20 fef 2

dG =



59

Created Fri Sep 1 00012372017

OUPLn of 9 _craph ()

mcld_uail 4.7

-184.00 fef 3

dG =



Cupn of 9_graph (€4
rmicld_uil 4.7

dG =-217.60 lef 4

Created Fri Sep 1 00200252017

atte
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12.3 Apéndice 3.

Cadigo del programa de Python para la evaluacion de siRNAs.

def por(n):

I=len(n)
while i<l:
if ((nfi]=="G") or (nfi}=="C")):
k+=1
i+=1
else:
i+=1

return (100.0*k/(1))

def Ran(n):

if (30<=por(n) and por(n)<=52 ):

return "Positivo"
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else:

return "Negativo"

def U3(n):

if n[2]=="U"

return "Positivo"

else:
return "Negativo"
def A6(n):
if n[5]=="A"
return "Positivo"
else:

return "Negativo "
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def A10(n):

if n[9]=="A"
return "Positivo"
else:

return "Negativo"

def VP(n):

j=2

if U3(n)=="Positivo":
j+=1

if A6(n)=="Positivo™:

=1

if A10(n)=="Positivo™:

=1

if Ran(n)=="Positivo":

j+=1
if j==6:
return "ldeal"

else:
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return j

def Lim(n):
i=19
while (n[i]=="G" or n[i]=="C" or n[i]=="A" or n[i]=="U"):
i+=1

return n[O:i]

def F(n):

if (n[0]=="A") or (n[0]=="U")):

return  ({:*30K:760}.format(Lim(line), 'Descartada por tener A-U en

posicion 1)

elif (n[12]=="C"):

return (‘{:*30{:"60}".format(Lim(line), 'Descartada por tener C en posicion 13"))

elif ((n[18]=="G") or(n[18]=="C")):
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return  (‘{:"30K:"60}.format(Lim(line), 'Descartada por tener G-C en
posicion 19Y)

else:

return
({"30H:M8H:MBH:MSHMBH: SN MBH: A5} . format(Lim(line),por(n),100-

por(n),U3(n),A6(n),A10(n),Ran(n),VP(n)))

print({:"30}{: "18H: M 8H: MK MEHAMBH: M5 MB) . format('Secuencia’,'% de G-
C','% de A-U','U en 3'/’A en 6','A en 10','G-C en (30-52)%','Valor")

file = open(lectura.txt’, 'r")

for line in file:

print (F(Lim(line)))



