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      Resumen 

Lef1 (factor de unión a potenciador linfático 1) es una proteína de 48 kD que en 

humanos es codificada por gen lef1, se expresa en linfocitos B y T. Lef11 

pertenece a una familia de proteínas reguladoras que comparten homología con 

el grupo de alta movilidad de la proteína-1 ( HMG1 ). Es un factor de 

transcripción que media una respuesta nuclear a las señales de Wnt 

interactuando con β-catenina. En presencia de Wnt y dado otros eventos 

celulares Lef y Tcf dan lugar a la activación transcripcional de genes. En 

ausencia de Wnt, Lef y Tcf en unión con Groucho y CBP reprimen la 

transcripción. Se ha visto que en linfocitos T CD8+ neonatales se encuentran 

sobre expresados estos factores transcripcionales y genes de la vía de Wnt/ β-

catenina. Investigciones recientes indican que la vía de β-catenina tiene un papel 

antagonista a la vía del TCR, así como investigaciones realizadas en el 

laboratorio de inmunología celular del CIDC motraron que silenciamiento de Tcf 

aumenta la expresión de IL-2 y CD69 en linfocitos T CD8+. Dichos sucesos nos 

llevaron a la pregunta ¿el silenciamiento de Lef 1 aumentará la activación 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 transcripción por qPCR de IL-2 y 

la expresión de CD69 por citometría de flujo. Se logró el silenciamiento de Lef1. 

Sugerimos que el silenciamiento de Lef induce una mayor activación de PBMCs. 

En conjunto nuestros resultados y antecedentes del laboratorio sugieren que 

tanto como LEF/TCF ejercen una modulación en la activación de linfocitos T. 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/HMGB1
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1. INTRODUCCIÓN. 

1.1 Inmunidad. 

     El estado de resistencia contra patógenos (natural o adquirido) de los 

organismos multicelulares se conoce como inmunidad. Esta resistencia está 

conformada por órganos, moléculas, células y vías de señalización que interactúan 

en una red dinámica para ofrecerle al hospedero un estado de homeostasis. A tal 

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

      Después de su nacimiento, los neonatos pasan de un ambiente básicamente 

tolerante, donde se encuentran protegidos por los anticuerpos de su madre, a un 

ambiente que presenta varios retos inmunológicos. No existe inmunidad celular 

pasiva, por lo que son más sensibles a patógenos intracelulares, en general la 

respuesta inmune neonatal en comparación con la de un adulto presenta diferentes 

características, como un sesgo mayor hacía la inmunidad innata, desarrollo de 

respuestas a patógenos más lentas, número 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 

línea de defensa del organismo contra patógenos, brinda una respuesta rápida, con 

especificad enfocada a grupos de patógenos y presenta una respuesta similar en 
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cada exposición al patógeno. Por otro lado, el sistema inmune adaptativo brinda una 

respuesta tardía, específica para cada patógeno y genera memoria, en 

consecuencia, en encuentros posteriores con el mismo patógeno genera una 

respuesta más fuerte, eficiente y rápida. Pese a sus diferencias, el sistema inmune 

innato y adaptativo trabajan de manera conjunta; en esta dinámica, 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 

infección.  De esa manera, el sistema inmune brinda una protección a el organismo 

(Kuby et.al., 2014). 

 

1.2  Inmunidad innata. 

     La inmunidad innata proporciona barreras físicas como el epitelio y las mucosas, 

barreras químicas como péptidos antimicrobianos y pH ácido en el epitelio. Estos 

son mecanismos que existen antes de una infección para prevenirla. También 

cuenta con células y moléculas que brindan diferentes tipos de protección.  Los 

fagocitos como los neutrófilos o macrófagos digieren y  eliminan por mecanismos 

enzimáticos y estallido respiratorios a células y patógenos. Las proteínas 

plasmáticas como el sistema del complemento, cuya unión a células o bacterias 

genera lisis y opsonización. Además, la unión de estas proteínas a receptores 

celulares específicos puede desencadenar inflamación y secreción de moléculas 

inmunorreguladoras. Las células cebadas, basófilos y eosinófilos secretan gránulos 

que permiten la destrucción en particular de parásitos. Las células asesinas 
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naturales (NK) distinguen células sanas de células infectadas por medio del 

complejo de histocompatibilidad clase I (MHC I) para su posterior destrucción. El 

MHC I está expresado en todas las células nucleadas del organismo, cuando las 

NK encuentran células que han perdido este complejo o patógenos que crean un 

complejo similar, liberan sus gránulos citotóxicos y provocan su muerte. Las células 

dendríticas forman un puente funcional entre el sistema inmune innato y el 

adaptativo. Reciben este nombre debido a sus características morfológicas, y 

capturan patógenos para presentar presentan en sus membranas péptidos del 

antígeno acoplado en su MHC; esta presentación la realizan para la activación de 

las células T, que al reconocer el péptido por el receptor de linfocitos T (TCR) se 

activan para ejecutar una respuesta inmunológica. 

     El sistema inmune innato hace el reconocimiento de patógenos 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 patógenos es llevado acabo por características conservadas en 

los microorganismos. Los patrones moleculares asociados a microorganismos 

(PAMP, del inglés pathogen-associated molecular patterns), pueden ser de orígenes 

distintos, ácidos nucleicos ARN y DNA en virus y bacterias respectivamente, 

proteínas como la quitina, componente celular de la pared celular de hongos; entre 

otras moléculas sintetizadas por microorganismos que no sintetizadas por 

mamíferos. También reconocen patrones moleculares asociados a daño celular 
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(DAMP, damage associated macromolecular patterns) y proteínas como las HSP y 

el ácido úrico. La especificad del sistema inmune innato en el reconocimiento está 

dado por moléculas firma de grupos de microorganismos que poseen semejanzas 

entre ellos, esto debido a que los receptores del sistema inmunitario innato están 

codificados en la línea germinal, teniendo un repertorio de aproximadamente 103 

patrones moleculares (Abbas et.al., 2012; Iwasaki, 2015; Kuby et.al., 2014). 

1.2.1 Inmunidad adaptativa. 

    El sistema inmune adaptativo está 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 características especiales como: diversidad, especificidad, 

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

     El sistema inmune adaptativo posee un alta especificad que está determinada 

por el reconocimiento de porciones específicas de proteínas, polisacáridos o 

macromoléculas pertenecientes a patógenos; dichas porciones se llaman epítopos. 

El sistema inmune adaptativo posee una alta gama de receptores que reconocen 

distintos epítopes; esta rica variedad surge a partir de una cantidad limitada de 

genes en la línea germinal que codifican para los receptores de linfocitos, que 

gracias a un proceso de recombinación somática genera una amplia variedad de 

receptores para antígenos de entre 107 y 109. 

Para su funcionamiento el sistema inmune adaptativo requiere de la colaboración 

de células presentadoras de antígenos (APC) que juegan un papel muy importante 
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al advertir a células linfoides de la presencia de patógenos. Cuando los linfocitos 

reconocen el patógeno al que son afines, en un contexto de alarma inmunológica, 

se activan, proliferan y se diferencian. La proliferación les permite generar más 

copias de células que reconozcan específicamente el mismo patógeno, con el 

objetivo de eliminar eficazmente la propagación de patógenos. En su diferenciación 

las células pueden llegar a ser células efectoras o de memoria. La memoria 

inmunológica es la información que se almacena de un patógeno a consecuencia 

de la exposición de éste con el sistema inmune; su principal función es brindar una 

respuesta más rápida, intensa y de larga duración contra exposiciones futuras.  

Los linfocitos T son células que efectúan mecanismos celulares para el aumento 

de la respuesta inmune, su coordinación o para la eliminación directa de células 

infectadas. Se dividen en dos grupos: los linfocitos T CD4+ cooperadores y los 

linfocitos T CD8+ citotóxicos. Ambos linfocitos reconocen antígenos por medio de las 

células presentadoras de antígenos (APC) en una interacción entre el receptor de 

linfocitos (TCR) y el complejo de histocompatibilidad clase I para las células T CD8+  

y clase II para las T CD+   

     Los linfocitos B se generan en el hígado fetal y la médula espinal, y para ser 

células funcionales necesitan ser activadas ya sea de manera independiente o 

dependiente de células T. Dicha activación los lleva a proliferar, diferenciarse a 

células plasmáticas o de memoria. Además, son las células plasmáticas las 

encargadas de producir anticuerpos que unirán específicamente a el patógeno por 
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el cual han sido activadas, opsonizándolo para su posterior eliminación (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+  citotóxicos. Los linfocitos T CD4+  (como dice su nombre) cooperan en la 

respuesta inmunitaria coordinando la activación y proliferación de linfocitos T CD8+, 

el aumento de la actividad de macrófagos y la producción de anticuerpo por las 

células B plasmáticas. Los linfocitos T CD4+ se diferencian en tres principales 

subgrupos.  Los linfocitos TH1 son activados por IL-12 e IFN- γ en defensa a 

microbios intracelulares; las señales pueden ser obtenidas por medio de células 

dendríticas, macrófagos y linfocitos NK. Esta diferenciación se da por la activación 

de factores transcripciones STAT1, STAT4 y el factor firma T-bet. Los linfocitos TH1 

producen IFN- γ que medía funciones como la activación de macrófagos y la 

producción de anticuerpos tipo IgG3.  Los linfocitos TH2 son activados por IL-4 en 

defensa de helmintos y alérgenos. Estas señales pueden provenir de células 

cebadas, basófilos y eosinófilos; además, tienen como factor firma a GATA-3, y 

producen IL-4, que participa en la producción de IgE, IL-5 e IL-13 que juegan un 

papel en la activación de eosinófilos y secreción de mucosas respetivamente. Los 

linfocitos  TH17 son el subgrupo activado por citocinas pro-inflamatorias como IL-6, 

IL-1 y TFG-β, que desencadenan diferenciación por el factor transcripcional RORγt 
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en respuesta a bacterias extracelulares y hongos; siendo sus funciones efectoras 

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

Las citocinas producidas por cada subgrupo promueven la polarización de éstos, 

inhibiendo la diferenciación de otros subtipos (Abbas et.al., 2012) (Kuby et.al., 

2014). 

 

1.3.1 Linfocitos T CD8. 

Los linfocitos T CD8+ son las células que eliminan principalmente patógenos 

intracelulares, cuya eliminación consiste en la muerte de células infectadas por 

medio de mecanismos apoptóticos relacionados con vías de señalización de las 

caspasas pro-apoptóticas. 

Los linfocitos T CD8+ se encuentran circulando por la linfa en un recorrido por los 

ganglios linfáticos del cuerpo, hasta encontrar el antígeno al que son afines. Dicho 

encuentro es precedido por un mecanismo denominado presentación de antígeno, 

evento en el cual las células presentadoras de antígenos (APC) muestran péptidos 

del antígeno asociado a el complejo de histocompatibilidad clase I a el receptor de 

linfocitos T (TCR) de los linfocitos T CD8+.  Esta activación está complementada con 

la unión de señales co-estimuladoras de receptores de membrana como CD28, así 

como de señales mediadas por citocinas. Una vez activados los linfocitos, la 

expresión de receptores en la membrana se ve alterada. En las primeras horas de 

la activación  los linfocitos T aumentan la expresión de CD69, esta proteína se une 
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al receptor para la 1-fosfato de esfingosina llamado S1RP1 y reduce su expresión 

en la superficie impidiendo  la migración de los linfocitos de los nodos linfáticos.  .De 

esta manera, los linfocitos permanecen en los nodos linfáticos con la finalidad de 

recibir señales posteriores de proliferación y diferenciación, por otra parte la 

activación lleva a el aumento en la expresión del receptor CD25, que responde a la 

citocina IL-2 estimulando la supervivencia, proliferación y diferenciación de los 

linfocitos T activados. Pasadas entre 24 y 48 horas después de la activación ocurre 

una expresión del ligando para CD40, evento que marca el comienza de la 

capacitación de sus funciones efectoras, terminando con la expresión de CTLA-4, 

inhibidor de la activación que juega un papel como regulador. Los linfocitos 

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

La interacción del TCR de los CTL con el MHC I de células infectadas provoca la 

activación 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 

liberación de proteínas citotóxicas granzima y perforina asociadas a serglucina en 

gránulos que se endocitan por las células blanco.  También hay la formación de 

poros en la membrana por la perforina. En el citosol, la perforina falicita la liberación 

de granzimas, mientras que las granzimas activan caspasas como la caspasa 3 pre-

apoptótica y Bid de la familia Bcl-2, que desencadenan la vía 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 interacción activa 

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



9 
 

células infectadas, las células T CD8+ no se ven afectadas, posiblemente por la 

especificidad durante el contacto célula-célula impide la difusión de los gránulos 

liberados y por enzimas protelíticas como la catepsina, que elimina estas moléculas 

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

 

1.3.2 Activación de linfocitos T CD8+. 

     La activación es el conjunto de eventos de señalización que conducen a la 

supervivencia, proliferación celular, reordenamiento del citoesqueleto, cambios en 

la expresión génica y un aumento de la actividad metabólica. Cuando los linfocitos 

T CD8+ encuentran a su antígeno específico, mostrado por una APC mediante el 

contacto directo entre el TCR y MHC I, existe una agrupación de los elementos de 

activación en balsas lipídicas. El reconocimiento del antígeno asociado a el MHC I 

por el TCR induce la fosforilación de las ITAM por Lck cinasa de la familia de Src, la 
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fosforilación 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, proteína de andamio en la que se unen  PLCγ1, Ras y factores de 

intercambio de GTP/GDP. PLCγ1 activada hidroliza a PIP2 de la membrana para 

generar IP3, que estimula el aumento en la concentración de calcio citosólico y 

DAG, que activa a PKC. Todos estos eventos llevan a la activación de factores 

transcripcionales que conllevan a la expresión de genes que codifican proteínas 

necesarias para la expansión clonal, la diferenciación y las funciones efectoras del 

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

 

 

1.3.3 Umbral de activación. 
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     La activación de un linfocito T CD8+  es una respuesta de dependencia 

multifactorial en la que no solamente un estímulo genera la activación, sino el 

conjunto de señales positivas o negativas controlan la respuesta celular célula. El 

balance entre las señales positivas y negativas genera un umbral de activación en 

el que se necesita una suma ponderada de señales que inhiban las señales 

negativas para que la célula se active (Santa y Esquivel, 2006). La activación de las 

células T es controlada por reguladores negativos, los más conocidos son los 

receptores inhibidores del reconocimiento del MHC como CTLA-4, algunas 

moléculas como el factor de crecimiento tumoral (TGF-β) y la IL-10 muy bien 

conocido como un factor de inhibición de la síntesis de citosinas (Walunas et.al., 

2011; Filippi et.al., 2008; Zhenmin et.al.,2008; Freeman et.al., 2012: Ye et.al., 2007) 

.También generan señales negativas la tirosina quinasa inhibidora de Src que se 

encuentra en el comienzo de la señalización de la vía del TCR en la fosforilacion de 

ITAM, entre otras.  

Para superar estas inhibiciones se necesitan la acumulación de señales positivas 

como ZAP-70 y la fosforilación de PKB. Las señales positivas generan un cambio 

en la expresión de genes y el metabolismo que conlleva a cambios en la actividad 

e identidad celular (Abbas et.al., 2012; Santana y Esquivel, 2006). Como señales 

negativas algunas investigaciones previas han reportado a la vía de Wnt/β-catenina 

como una vía antagonista a la vía del TCR, lo conocido hasta ahora es que β-

catenina propicia la fosforilación deficiente de la proteína de andamio LAT en el 



12 
 

residuo Y132, proteína perteneciente a la vía de activación del TCR. Esto se asocia 

con una fosforilación defectuosa en PLCγ y en la incorporación de calcio. Esos 

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

 

1.4 Vía de Wnt/ β-catenina. 

     La vía de Wnt/ β-catenina es una vía altamente conservada a través de la 

evolución. Se encuentra involucrada en procesos de regulación, diferenciación, 

proliferación, muerte celular, auto-renovación de células madre hematopoyéticas, 

migración celular y otras vías de desarrollo in vivo (Huelsken et.al., 2002; 

MacDonald et.al., 2009; Clevers, 2006; Teo y Kahn, 2010).  En el sistema inmune la 

vía de Wnt está implicada en el control de la proliferación de células progenitoras, 

decisiones de destino celular de las células madre, desarrollo de células T, 

activación de células T reguladoras, diferenciación a memoria de las células T CD8+  

y la maduración de células dendríticas (Staal et.al.,2008 ). 

    La vía de Wnt se encuentra relacionada con la activación de linfocitos T y 

presenta una función antagonista a la activación del TCR (Driessens et.al., 2011). 

La vía canónica de señalización de Wnt comienza por proteínas Wnt que forman 

parte de una numerosa familia de glucoproteínas de secreción que se unen a los 

receptores Frizzled y LRP5/6. La unión de Wnt a sus receptores recluta a Dvl que 

es activada por fosforilación, la activación de Dvl provoca la disociación del complejo 

GSK-3/Axin que conduce a la inhibición de GSK3β y ésta inhibe la activación del 
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complejo de destrucción de β-catenina (Huelsken et.al., 2002). Cuando β-catenina 

se acumula en el citoplasma, es translocada a el núcleo donde su asociación a los 

factores transcripcionales Tcf1 y Lef1 cambia la expresión génica, al liberar co-

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

 

 

1.4.1 Tcf1 y Lef1. 

     Tcf1 y Lef1 son factores transcripcionales involucrados en el punto terminal de la 

vía de Wnt. En mamíferos existen cuatro ortólogos de Tcf1/Lef1, que presentan 

cinco dominios conservados, el dominio HMG que es un motivo peptídico de 

residuos básicos con secuencias específicas de afinidad al DNA, el dominio de 
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unión a β-catenina en el extremo amino terminal, el dominio C Clam de unión a 

DNA, pequeño dominio básico enriquecido con cisteína y residuos aromáticos en el 

extremo carboxilo termina. Se tiene la idea que su función está relacionada con la 

regulación de genes dianas específicos.  También está el dominio Gro/TLE en el 

que se unen los corepresores transcripcionales Groucho/TLE, reprimiendo objetivos 

de la vía de Wnt. Finalmente,  el dominio basic tail que funciona como una señal de 

localización nuclear y dominio GBS implicado en la unión de β-catenina (Cadigan y 

Waterman, 2012). 

    Tcf1 y Lef1 tienen un papel fundamental en la  maduración de linfocitos T, 

específicamente entre el paso de dobles negativos a dobles positivos, en el 

desarrollo temprano y la decisión de linaje de células T CD8+, en la cual Tcf1 y Lef1 

tienen un papel de desacetilasas de histonas (HDAC) que aumentan la interacción  

de proteínas-DNA mediante la desacetilación 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 regulación genética y epigenética conferida por la actividad HDAC 

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

 

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 supresión 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 proteínas 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 específicamente la división de mRNA 

objetivos complementarios a la secuencia del siRNA en un proceso comúnmente 

utilizado por la célula para la defensa celular contra patógenos (Khvorova et al., 

2003; Elbashir et.al., 2001; Tang G et.al., 2005; Paddison et.al., 2002). Las proteínas 

Argonautas son el núcleo de los complejos RICS y están compuestas de varios 

dominios: Dominio N-terminar, dominio paz, dominio MID (middle: medio) y dominio 

PIWI (Sontheimer et.al., 2004; Hutvagner et.al., 2008). La estructura de las 

proteínas 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 (Höck  et al., 

2008). Las proteínas Argonautas no se distribuyen al azar si no que concentran en 

los centros de descomposición de mARN que se conocen como cuerpos 

citoplasmáticos (Sen and Blau, 2005). La interacción de siRNAs a la región 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 mRNA se asocia a proteínas Argonautas 1,3 y 4 que conducen 

a una represión de la traducción por impedimento estérico (Huntzinger et.al., 2011). 

Más sin embargo el siRNA que se asocia a CDS (regiones de secuencia codificante) 

completamente, el mRNA se escindirá por la actividad endonúcleolitica de la 

proteína Argonauta 2 (figura 5) (Meister G et.al., 2004). 
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1.5.1 siRNA 

La eficacia de las moléculas de siRNA depende de varios factores, incluyendo la 

disponibilidad del blanco, estructura secundaría del mRNA, posición de coincidencia 

y características intrínsecas de siRNA y mRNA (Yoshinari et.al., 2004), que logran 

mediante la aplicación de un buen método de diseño. El diseño del siRNA es un 

paso crítico, debido a que pequeños cambios en la secuencia de nucleótidos 

pueden afectar la función del siRNA (Amarzguioui et.al., 2004).  

Las características generales de la región blanco del mRNA son, la exclusión de 

SNP (polimorfismos de un solo nucleótido) como diana para el diseño del siRNA, 

debido a que puede causar variaciones con la eficiencia del silenciamiento en 

diferentes líneas celulares (Schwarz et.al., 2006;  Pei y Tuschl, 2006; ). Evitar 

considerar partes intronicas y extremos 5´UTR o 3´UTR como sitios de diseño de 

siRNA, debido a que son más propensas a regulación por proteínas. La solución 

está en elegir regiones alrededor de 50-100 nucleótidos rio abajo del codón de inicio 

en el marco de lectura abierto del gen diana. Estudios recientes han demostrado 

que la accesibilidad del sitio diana debido a las estructuras secundarias del mRNA 

es otro determinante funcional del siRNA y cualquier variación 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 características 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 pequeños de entre 19 a 25 pares de bases puede conducir a una unión 

más específica (Elbashir et.al., 2001). Sin embargo los siRNAs más pequeños son 

mejores para usar en células de mamífero, ya que los siRNA más largos pueden 

inducir una respuesta inmune (addison PJ et.al., 2002). Otra de las características 

bastante obvia pero vale la pena resaltar es la especificidad del siRNA mediante 

una búsqueda 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 unión 

inespecífica y débil, mientras que un alto contenido en GC puede presentar 

dificultades en el desenrollado del dúplex siRNA por helicasa y el complejo RISC. 

Además los siRNAs más funcionales tienen una región 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 diseño de un siRNA. A 

si mismo también existen características en regiones específicas, 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 múltiples factores que afectan la respuesta 

inmunológica. Trabajos en el laboratorio mostraron que las células T CD8+  

neonatales tienen un sesgo hacia la inmunidad innata y una baja función efectoras.  

Se encontraron una serie de factores de transcripción diferencialmente expresados 

entre las células T CD8+  de adulto y neonato, entre ellos, los que factores de 

transcripción Lef1 y Tcf1, que se encuentran sobre expresados en linfocitos T CD8+  

neonatales, en comparación a los adultos (figura 6). Esta sobreexpresión podría 

marcar el alto umbral de activación que se ha reportado para las células neonatales 

(Galindo-Albarrán et.al., 2016).   

Análisis 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 activación de los linfocitos es aumentada en ausencia del factor 

trasncripcional TCF. Investigaciones del mismo laboratorio han arrojado la que la 

expresión diferencial de factores de transcripción podría estar relacionado con las 

diferencia en la actividad de linfocitos T CD8+  de neonatos en comparación con los 

adultos.  
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3. JUSTIFICACIÓN. 

    El sistema inmune neonatal no suele brindar una protección eficiente contra 

enfermedades infecciosas. La falta de una respuesta robusta genera la 

susceptibilidad del organismo a invasiones de patógenos 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 neumonía y la 

influenza tipo B, causadas por estreptococos y virus respectivamente, son causas 

principales de muertes en niños menores de 5 años (Bosch et al., 2013). Siendo los 

neonatos una población más susceptible, no existen vacunas para los lactantes 

contra de- terminados patógenos como para el virus sinicitial respiratorio (LVSR) 
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que es el causante de muchas muertes en lactantes, y las vacunas que existen para 

proteger las poblaciones de niños y neonatos contra diferentes patógenos con 

frecuencia generan una memoria inmunológica sesgada, que puede ser nociva, 

aunque los anticuerpos generen una protección a corto plazo (Hurwitz, 2012). 

     Durante el embarazo y la lactancia, es el sistema inmune de la madre quien 

proporciona la defensa contra patógenos 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 sí solo a patógenos 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 exposición limitada de antígenos 

en el útero de la madre que conlleva a la dependencia del sistema inmune innato 

para la protección, bajos niveles de células de B y T de memoria, la presencia de 

linfocitos B transitorias con un papel de células B vírgenes, disminución de los 

perfiles de expresión 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 eliminación de patógenos intracelulares, dando como 

resultado una mayor susceptibilidad a infecciones intracelulares y la disminución de 

respuestas a vacunas (PrabhuDas, et.al., 2011).  Este trabajo se enfoca en estudiar 

la posible regulación negativa por Lef1 de la activación de las células T y con esto 
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establecer como diana esta vía, para disminuir el umbral de activación de los 

linfocitos T CD8+  neonatales. 

 

4. HIPÓTESIS. 

     La activación de los linfocitos T CD8+  neonatales es aumentada por el 

silenciamiento de Lef1, como encontramos para Tcf1. 

5. OBJETIVOS. 

5.1 Objetivo general. 

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

CD8+ de neonatos y adultos humanos. 

 

5.2 Objetivos particulares. 

Diseñar un siRNA específico para Lef1. 

Lograr la transfección celular. 

Inhibir la expresión de Lef1 mediante siRNAs por el método de lipofección. 

Analizar el efecto de la inhibición 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 

Transfusión Sanguínea de Cuernavaca. Las células mononucleares de sangre de 

cordón (CBMCs) se obtuvieron del cordón umbilical de partos vaginales del Hospital 

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

 

6.2 Separación de PBMCs y CBMCs. 

     La separación de PBMCs y CBMCs se realizó mediante un gradiente de 

densidad empleando Ficoll-Hypaque, polisacárido que permite la obtención de 

capas celulares de menor a mayor densidad por centrifugación. En un tubo Falcón 

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 

continuación, el tubo que contenía la mezcla de sangre diluida se vertió lentamente 

en el tubo con Ficoll-Hypaque, teniendo cuidado de no romper el gradiente formado.  

Enseguida, se centrifugó a 1500 rpm durante 30 minutos a 20°C sin desaceleración, 

con lo cual se obtuvieron cuatro fases (figura 7).En esta separación 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 neutrófilos. 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 

rpm durante 10 minutos a 20°C con desaceleración. Se retiró el sobrenadante y el 

sedimento se resuspendio en seco, se añadió 1 ml de medio RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute medium) adicionado con 5% SFB (suero fetal bovino) para 

realizar el conteo celular en la cámara Neubauer.             Las células se dejaron 

incubando toda la noche  a 37°C, 5% de CO2 a una concentración de 8 X 106 células 

por mililitro. Esto permitió la eliminación de los monocitos, mediante la adherencia 

de estos grupos celulares al plástico. Al día siguiente se recuperaron las células en 

un tubo falcón, realizando lavados a la caja Petri con el medio que contenían, con 

la finalidad de obtener las células que no se adhirieron. Se centrifugo a 1400 rpm 

durante 10 minutos a 20°C con desaceleración, se eliminó el sobrenadante y el 

sedimento de resuspendio en 5 ml de medio RPMI adicionado con 5% de SFB. Se 

realizó nuevamente el conteo celular en la cámara Neubauer para utilizar estas 

células o proceder a la purificación de linfocitos T CD8+. Cuando se realizó la 

obtención de linfocitos T CD8+, se guardó 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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6.3 Purificación de linfocitos T CD8. 

     Los linfocitos T CD8+  se purificarón mediante el uso de  RosetteSep™ Human T 

Cell Enrichment Cocktail (Stemcell technologies), método de selección 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 γ/δ  y glicoforina A (presente en los 

glóbulos 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, más 1 ml de RPMI 

adicionado con 5% de SFB para el lavado de la caja de Petri que contenía los 

eritrocitos. Se obtuvo un volumen final de 10 ml de la mezcla eritrocitos-PBMCs-

RPMI (o CBMCs según sea el caso). Enseguida, se adicionaron 110 μl de 

RosetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail por cada 3 x 108 de células. Se 
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realizó una incubación en agitación leve por  40 minutos a temperatura ambiente, 

después de la cual se agregaron a otro tubo que contenía 10 ml de Ficoll-Hypaque, 

sin romper el gradiente formado. Después, se centrifugó a 1500 rpm durante 30 

minutos a 20 ° C sin desaceleración. El uso de un medio de formación 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 realizó un lavado de las células con 40 ml de 

PBS 1X, centrifugando a 1400 rpm durante 10 minutos a 20°C con desaceleración. 

Se retiró el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en seco. Se añadió 1 ml 

de medio RPMI adicionado con 5% SFB .Se realizó el conteo celular en la cámara 

Neubauer (figura 8). 
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6.4 Transfección celular.  

     Para la transfección se utilizó DharmaFECT1, agente utilizado para la 

lipofección. Transporta siRNAs en liposomas catiónicos 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 transfección se 

realizó en PBMCs, CBMCs, CD8 totales y virgenes, dependiendo del rendimiento 

obtenido en las purificaciones. Para la utilizar las células  se centrifugaron a 1400 

rpm durante 10 minutos a 20°C con desaceleración, se retiró el medio RPMI 

adicionado con 5% SFB. Para eliminar todo el rastro del suero se procedió a realizar 

un lavado con 40 ml de PBS 1X, después el sobrenadante se retiró y el sedimento 

se re suspendió en seco, para posteriormente añadirle 1 ml de medio RPMI libre de 

suero. Las células fueron distribuidas en una placa de 96 pozos, 4X105 células por 

pozo en 5 µl, añadiéndoles 33 µl de medio de transfección. La preparación del medio 

de transfección se realizó utilizando 2 tubos eppendorf de 1.5 ml, añadiendo en uno 

22 µl de la solución de siRNA 5 µM con 11 µl de medio libre de suero y en el otro 1 

µl de  DharmaFECT con 32 µl de medio libre de suero, ambos tubos se incubaron 

por 15 minutos a temperatura ambiente. Después del tiempo de incubación se 

transfirió el tubo que contenía la solución del siRNA al tubo que contenía el 

Dharmafect, se dejó incubar 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado el 
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tiempo de incubación se añadió el medio de transfección, se llevó a un volumen final 

por pozo de 250 µl con medio libre de suero  y se dejó en incubación 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 procedió a realizar la activación celular o fueron preparadas para la 

extracción de RNA con la finalidad de evaluar el silenciamiento de lef1. 

 

 

6.5 Estimulación celular.  

     La estimulación celular se realizó por la unión cruzada con ∝-CD3 y ∝-CD28,  

seguido de un anticuerpo secundario para asemejar la activación celular de células 

T. Se partió de 4X106 células para la estimulación celular antes de la transfección 

con una perdida aproximada de 30% debido muerte celular. Después de obtener las 

células transfectadas se centrifugó a 1500 rpm 5 min a 4°C, se retiró 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 ∝-CD3 (especificaciones) 

y ∝-CD28 (especificaciones) en una concentración de 1μg/ml, se incubó 30 minutos. 

Pasada la incubación se adicionó anticuerpo  anti–mouse IgG (Rabbit anti-Mouse 

IgG (H+L) ZyMax™ Grade) en una concentración de 1μg/1ml. Se realizaron análisis 

de expresión y citometría de flujo. 

 

6.6 Obtención de RNA. 

     Para la extracción de RNA total se utilizó el método Trizol-Cloroformo. Para la 

cual, después de la transfección o la activación las células se dejaron en 1 ml de 

Trizol una noche a -80°C. Al día siguiente se agregaron 200 μl de cloroformo, se 

agitó por vortex 1 min. Para obtener las fases de los distintos componentes celulares 

se centrifugó a 11500 rpm por 15 min a 4° C. Se recuperó la fase superior incolora 

teniendo cuidado de no tocar la fase blanca (DNA). Se agregó 500 μl de isopropanol 

frío, se mezcló por inversión y se incubó 10 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm, 20 min a 4°C, se retiró el sobrenadante 

y se recuperó el sedimento. Se realizó un lavado con etanol al 75% frío. Se secó el 

pellet celular y se resuspendió en agua libre de RNAsas. Para medir la 

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

Para la síntesis de cDNA, se realizó el protocolo del kit Thermo Scientific RevertAid 

Reverse Transcriptasa (Thermo Scientific #EP0441). 

 

6.8 Análisis por citometría de flujo. 

     Con el fin de medir la eficiencia en la purificación de linfocitos T CD8+, se realizó 

el marcaje con el anticuerpo T CD8+ (Tonbo Biosciences dilución: 1:8 en Facs Juice 

1X ) y ∝-CD3 (Tonbo Biosciences dilución: 1:8 en Facs Juice) para verificar la 

pureza de la población de linfocitos T T CD8+ neonatales y de adultos. Para teñir las 

células con anticuerpos se agregó 10 μl de los anticuerpos mencionados, se incubó 

30 minutos en hielo. Para prevenir uniones inespecíficas, se realizaron dos lavados 

con Facs Juice 1X, 5 minutos a 1500rpm y 4°C. Finalmente se dejaron las células 

fijadas en 300 μl de paraformaldeído 1X. 

 

     Para el analisis de la activación en celulas transfectadas activadas y no 

activadas, se utilizó el marcaje con el anticuerpo CD69 (GeneTex dilución: 1:8 en 

Facs Juice) .CD69 se expresa en la membrana celular después de 4 horas 

aproximadamente de la activación lo cual nos permitió verificar si el silenciamiento 

de LEF1 permite una mejor activación de linfocitos T CD8+  neonatales. Se siguió el 

protocolo anterior para tinción de anticuerpos. 
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6.9 Evaluación de la transfección.  

El análisis de la transfección se realizó con un siRNA inespecífico marcad con 

fluoresceina en el citómetro de flujo.  Para el control del silenciamiento de lef1, 

evaluamos la concentración de mRNA por medio de qPCR de lef1. 

 

6.10 Análisis de activación celular por medio de la expresión de 

IL-2.  

     La falta de buenos rendimientos en la obtención de células vírgenes y totales nos 

llevó a relizar los análisis de activación  en  PBMCs y CBMCs. Durante la activación 

una de las principales moléculas tempranas es IL-2, que actúa como factor de 

crecimiento de los linfocitos T y activador de la proliferación de linfocitos B, la 

medición de la expresión de ésta se realizó por RT-qPCR. 

      

7. RESULTADOS 

7.1 Purificación celular.  

     Para los experimentos de silenciamiento de lef1 en adultos se realizaron con 

linfocitos T CD8+ totales y vírgenes, 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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7.2 Diseño del siRNA contra lef1. 

     El diseño del siRNA se realizó en las regiones intronicas, excluyendo a las 

regiones 5´y 3´.Con la finalidad de realizar un diseño de siRNA contra lef1, que fuera 

específico para las todas isoformas de Lef1, se realizó una selección de las regiones 

de intrones (Apéndice 1) que compartían en común las cuatro isomorfas del gen. 
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Se procedió a generar un análisis de las conformaciones de los mRNA de las partes 

de los intrones, con la finalidad de analizar lo detalles termodinámicos del 

plegamiento para escoger regiones accesibles.  Para ésto se utilizó la plataforma 

The mfold Web Server de la universidad de Albany.  Se tomaron en cuenta aquellas 

regiones del mRNA 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 diseño del siRNA y el Scrambled respectivamente. La selección 

de plataformas se realizó mediante la búsqueda bibliografía y una evaluación de 

distintas plataformas como: Invivo gen siRNA Wizard v3.1, siRNA at whitehead, 

genScript, Dharmacos RNAi, siDirect versión 2.0. La evaluación de las plataformas 

se llevó a cabo mediante la generación de un programa en Phyton que evaluó los 

valores ideales de un siRNA (Apendice 3). Se generaron las siguientes secuencias 

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

 

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

Para evaluar la eficiencia de la transfección, se utilizó siRNA control asociado a 

fluoresceína (FIT-C, 5 μM en buffer de siRNAs), obteniendo rendimientos del 5 al 12 

% en la transfección, en celulas de adultos humanos, se realizaron más 

experimentos tanto en neonatos como en adultos pero debido a la muerte celular y 

a fallas en el  equipo de citometría de la UAEM (datos del citometro) no se logró 

visualizar efectivamente las poblaciones transfectadas con el siRNA fluorescente. 

Los datos que a continuación se presentan fueron obtenidos en el Cytometry-

FACSCanto ii V87500122 del IBT de la UNAM. 
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7.4 Transfección del siRNA especifico.  

     Para confirmar la estabilidad del ARN, se corrió un gel de agarosa al 1% como 

se muestra en la imagen. Debido a las pocas concentraciones obtenidas de ARN de 

la mayoría de los experimentos solo se corrió un gel de agarosa, en células 

sometidas a transfección. Hecho que quisimos verificar debido también al número 

mínimo de células con las que se trabajó (aproximadamente 3 millones de células). 
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     Para evaluar el silenciamiento del gen Lef1 con el siRNA diseñado, se realizó la 

medición del ARNm por medio de qPCR en T CD8+ virgenes de adulto y CBMCs, 

con estandarizados anteriormente en el laboratorio. Se analizó la expresión de Lef1 

utilizando como gen de referencia GAPDH. 

     Cómo puede observarse en la ilustración  (figura 13), se logró un notable 

silenciamiento de Lef1 con el siRNA diseñado tanto en células de neonato como en 

células de adulto. El siRNA scrambled nos generó algo de silenciamiento sobre las 

células transfectadas, sin embargo, el siRNA específico nos generó un 

silenciamiento mayor en todas las muestras transfectadas.    
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7.5 Efecto del siRNA sobre la activación en CBMCs y PBMCs. 

     Para evaluar la activación tras el silenciamiento de lef1, se analizaron moléculas 

de activación temprana. La expresión de CD69 en la membrana y la expresión de 

IL-2 por evaluación de su transcrito.  

     En la ilustración (figura 14) se muestran los resultados de la evaluación de CD69. 

Se puede observar que tras el silenciamiento de Lef en PBMCs, la activación dio 

como resultado un incremento en la expresión de CD69. No se realizó una medición 

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

medición. 
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En la figura 15 la evaluación de IL-2, se observó un aumento en la expresión de IL-

2 en PBMC y una disminución en las CBMC dio como resultados preliminares un 

aumento en la expresión de IL-2 y CD69. Mientras que en CBMCs se observó una 

disminución de IL-2. 

Estos resultados son muy preliminares, ya que se realizó una sola evaluación.  
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8. DISCUSIÓN  

     El objetivo del presente trabajo fue analizar los efectos en la activación de 

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

lograr este objetivo fue necesario el diseño de un siRNA específico para todas las 

isoformas de Lef1. La eficiencia de transfección fue muy baja y no se pudo evaluar 
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ya que tuvimos problemas con la accesibilidad al citómetro de flujo ya que estas 

muestras no se fijan.  Sin embargo, en todas las preparaciones celulares se 

encontró un silenciamiento de Lef.  Lamentablemente nuestro siRNA scramble tuvo 

algún efecto en la expresión de Lef, por lo que resta volver a diseñar un siRNA 

scramble. Cuando evaluamos el efecto del siRNA de Lef, observamos como para el 

caso del siRNA para Lef1 que realizó una compañera del laboratorio previamente, 

que la activación de las PBMC aumentó, tanto en la expresión de IL-2 como de 

CD69.  Esto indica, que los mismos factores transcripcionales dependientes de la 

vía canónica de WNT son antagonistas a la activación por el TCR.  Esto podría 

deberse a que genes responsivos a estos factores tienen un efecto negativo sobre 

la activación celular o que la actividad deacetilasa de histonas de estos factores 

sobre genes que responden a la vía de wnt y a la del TCR pudieran permanecer 

cerrados.  De cualquier forma, cabe señalar que nuestros experimentos no son 

conclusivos. 

     Las diferencias del silenciamiento de Lef sobre la expresión de IL-2 en neonatos 

y adultos, reveló que mientras en adultos el silenciamiento de Lef1 favorece la 

expresión 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 evaluación.  
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9. CONCLUSIONES  

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

Logramos la purificación de linfocitos T CD8+  vírgenes de adultos  

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

En conjunto nuestros resultados y antecedentes del laboratorio sugieren que tanto 

como LEF/TCF ejercen una modulación en la activación 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 activación de linfocitos T CD8+ vírgenes. 

Realizar del doble silenciamiento de LEF1/TCF1 en linfocitos T CD8+ vírgenes de 

adulto. 

Realizar un enfoque multifactorial de las moléculas implicadas en la activación y las 

moléculas que se encuentran regulando a estas, mediante un enfoque matemático 

y computacional dinámico que nos permitan encontrar hazas de regulación entre 

este sistema multifactorial. 
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12. APÉNDICE  

12.1 Apéndice 1. 

     A continuación se muestran las regiones de intrones de las isoformas de Lef y el 

la secuencia blanco establecida para el diseño 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 



50 
 

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 Apéndice 2. 

Estructuras secundarias generadas en The mfold Web Server.  
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12.3 Apéndice 3. 

Código del programa de Python para la evaluación de siRNAs. 

def por(n): 

 

   i=0 

   k=0 

   l=len(n) 

   while i<l: 

      if ((n[i]=="G") or (n[i]=="C")): 

          k+=1 

          i+=1 

      else:  

    i+=1     

   return (100.0*k/(l))  

    

    

def Ran(n): 

  

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

  return "Positivo" 

   



62 
 

 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": 

   j+=1 

 if A10(n)=="Positivo": 

   j+=1 

 if Ran(n)=="Positivo": 

   j+=1 

 if j==6: 

   return "Ideal" 

 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[0:i]        

 

 

 

def F(n): 

  

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

   return  ('{:^30}{:^60}'.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  ('{:^30}{:^60}'.format(Lim(line), 'Descartada por tener G-C en 

posicion 19')) 

   else: 

    

   return 

('{:^30}{:^18}{:^18}{:^15}{:^15}{:^15}{:^15}{:^15}'.format(Lim(line),por(n),100-

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

          

print('{:^30}{:^18}{:^18}{:^15}{:^15}{:^15}{:^15}{:^15}'.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))) 

 

 


