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RESUMEN

El virus de la influenza es un virus de RNA de polaridad negativa que
pertenece a la familia Orthomyxoviridae y es responsable de causar la enfermedad
conocida como gripe. El virus de la influenza tipo A tiene una gran capacidad
mutagénica que puede dar lugar a epidemias y pandemias que afectan a millones
de seres humanos. Esta alta capacidad de mutacion es la razén por la cual es
necesario actualizar las vacunas de manera regular para mantener una inmunidad
efectiva.

En un intento de combatir al virus, las células hospedadoras inician un
proceso para neutralizarlo, generando un ambiente rico de factores proinflamatorios
gue activa los sistemas antivirales y proapoptoticos. Por su parte, en el corto plazo,
el virus de influenza tiene estrategias para evadir la respuesta antiviral de la célula
y, a largo plazo, regular positivamente la expresion génica de las proteinas que
median la muerte por apoptosis, que favorece su propagaciéon. En un estudio
realizado previamente en nuestro grupo, se observo que la activacion de la via del
TGF-B previo a la infeccidén ocasiond la drastica inhibicion de la expresién de varias
proteinas pro-apoptoticas inducidas por el virus de influenza. Asimismo, este efecto
coincidié con una disminucion de la expresion de las proteinas M1 y NS1 virales y
la produccidn de virus infectivos en el mismo modelo celular. Adicionalmente, estos
efectos parecen coincidir con el incremento de Smad7 y disminucién de la activacion
Smad 2/3. En base a esto se sugiri6 que Smad7 podria ser una molécula clave en
el proceso de infeccidn del virus de influenza.

En base a esto, en este estudio, se propuso llevar a cabo el silenciamiento
de la proteina Smad 7 en células A549 utilizando la técnica CRISPR-Cas9. Para
esto, se empled el vector PX458, el cual contiene los elementos necesarios para la
expresion del sistema CRISPR-Cas9, asi como la proteina verde fluorescente
(EGFP) como gen reportero. Esto permitird posteriormente evaluar el efecto que
tiene el silenciamiento de Smad 7 sobre la replicaciéon del virus de influenza y la

induccion de apoptosis en células A549.
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Se disefiaron tres RNA guia (sgRNA) especificos para silenciar el gen Smad
7, uno para cada uno de los tres exones seleccionados de su secuencia codificante,
y se insertaron en el vector PX458 de manera separada. Luego, se transformaron
células electrocompetentes de E. coli para clonar cada uno de los sgRNA (PX458-
SgRNA1, PX458-sgRNA2, PX458-sgRNA3) y obtener su DNA plasmidico
correspondiente. Para evaluar la eficiencia de transfeccion en células A549, se
emplearon tres cantidades diferentes de DNA plasmidico (2.5, 5.0 y 10 pg) y se
evalué la eficiencia mediante la cuantificacion de la proteina EGFP mediante
citometria de flujo. Se observo que la PX458-sgRNA3 tenia una eficiencia del 30%,
por lo que se eligio para el proceso de transfeccion junto con el PX458 @, que no
contenia sgRNA, utilizando una concentracion de 10 pg de DNA plasmidico.

Luego del proceso de transfeccion, se cultivaron células A549 no
transfectadas, asi como células transfectadas con vector vacio (PX458 &) y PX458-
SgRNAS. Para evaluar la pérdida de expresion de Smad 7, se empleé la técnica de
western blot, utilizando la proteina actina como control interno. Los resultados del
analisis densitométrico mostraron una reduccion significativa, de alrededor del 80%,
en los niveles de Smad 7 en las células A549 transfectadas con PX458-sgRNA3 en
comparacion con las células no transfectadas y las transfectadas con PX458 @.

Consideramos que esta estrategia permitird una evaluacion precisa del papel
que desempefia la proteina Smad 7 en la replicacion del virus de influenza y la
induccion de apoptosis en células A549, lo que ayudara a identificar los participantes

moleculares clave responsables de estas funciones celulares.
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SUMMARY

The influenza virus is an RNA virus of negative polarity, belonging to the
Orthomyxoviridae family, which causes the disease known as the flu. The type A
influenza virus has a high mutagenic capacity that can lead to epidemics and
pandemics affecting millions of humans. This high mutation rate is the reason why it
Is necessary to regularly update vaccines to maintain effective immunity.

As an attempt to resist the viral infection, the host cells initiate a process
characterized by type-I interferon secretion and increase of inflammatory factors
which activates antiviral and proapoptotic mechanisms. On the other hand, the
influenza virus has developed several strategies to evade the antiviral response of
the host cell, in the short term, and to promote cell death by apoptosis, in the long
term, which, in some way, benefit their propagation. In a study carried out previously
in our group, it was observed that the activation of the TGF-3 pathway prior to viral
infection caused the drastic inhibition of the expression of several pro-apoptotic
proteins induced by the influenza virus. Likewise, this effect coincided with a
decrease in the expression of viral M1 and NS1 proteins and the production of
infectious virus. Additionally, these effects seem to coincide with an increase in
Smad7 and a decrease in Smad 2/3 activation. Based on this, it was suggested that
Smad7 could be a key molecule in the influenza virus infection process.

Therefore, in the present study, it was proposed to carry out the silencing of
the Smad7 protein in A549 cells using the CRISPR-Cas9 technique. For this, the
PX458 vector was used, which contains the necessary elements for the expression
of the CRISPR-Cas9 system, as well as the green fluorescent protein (EGFP) as a
reporter gene. This will allow us to subsequently evaluate the effect of Smad7
silencing on influenza virus replication and the induction of apoptosis in A549 cells.

Three guide RNAs (sgRNA) specific to silencing Smad7 were designed for
each one of the three different exons of the Smad7 coding nucleotide sequence.
Each sgRNA was inserted separately into the PX458 vector. Subsequently,
electrocompetent E. coli cells were transformed to clone each of the sgRNAs
(PX458-sgRNAL, PX458-sgRNA2, PX458-sgRNA3) and obtain their plasmid DNA.
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To evaluate the efficiency of the transfection process in A549 cells, three different
amounts of plasmid DNA (2.5, 5.0 and 10 pg) were used and the efficiency was
measured by quantifying the EGFP protein through flow cytometry. It was observed
that PX-sgRNA3 had an 30% efficiency level. From these results, the PX458-
sgRNAS3 was selected for the transfection process together with the empty vector
containing no sgRNA, using a concentration of 10 pug plasmid DNA. After the
transfection process, non-transfected A549 cells were cultured, as well as cells
transfected with the vector empty (PX458 @) and the corresponding PX458-
sgRNAS3,To assess the efficiency of Smad7 silencing, the Western blot technique
was used to measure the relative levels of expression of this protein, using B-actin
as load protein standard. The results of the densitometric analysis revealed a
significant reduction of approximately 80% in the levels of Smad7 in A549 cells
transfected with the sgRNA compared to non-transfected cells and those transfected
with the empty vector.

This approach will allow for a precise assessment of the role that the Smad7
protein plays in influenza virus replication and induction of apoptosis in A549 cells,
helping to identify the key molecular participants responsible for these cellular

functions.

18



INTRODUCCION

El virus de influenza es un virus de RNA de polaridad negativa que pertenece
a la familia Orthomyxoviridae y se clasifica en virus de influenza tipo A, B, C 6 D 12,
Las diferencias entre los tipos de virus radican principalmente en las variantes de
las glicoproteinas de superficie del virus, que son la Hemaglutinina (HA) y la
Neuraminidasa (NA). Entre ellos, los tipos A y B son los que generalmente infectan
a los humanos, por lo cual son clinicamente relevantes. Sin embargo son los virus
de influenza tipo A quienes presentan mayor relevancia clinica y epidemiolégica, ya
que pueden infectar también a otras especies de mamiferos, posibilitando la
generacion de un alto nivel de variacién antigénica, razén por la cual se han causado
pandemias a lo largo del siglo XX y lo que llevamos de este siglo .

Los virus de influenza A (VIA) contienen 8 segmentos de RNA de polaridad
negativa (Figura 1A), a partir de los cuales se sintetizan 10 RNA mensajeros de
polaridad positiva, que son necesarios para sintetizar las 11 proteinas del virus
(Figura 1B). Los VIAs tienen una envoltura donde se hallan inmersas las
glicoproteinas hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) y, en menor proporcion, la
proteina de matriz 2 (M2); siendo mayoritaria la primera (Figura 1C) %4. Debajo de
la envoltura se encuentra la proteina de matriz 1 (M1), que se asocia consigo misma
para formar una capa proteica que encierra en su interior los 8 segmentos de RNA.
Cada segmento de RNA esté asociado a la polimerasa viral (complejo de proteinas
PB1, PB2 y PA) y a un numero de mondmeros de la nucleoproteina (NP); a esta
asociacion se le conoce como complejo individual de ribonucleoproteina viral
(VRNP) ©.

El virus de influenza ocasiona la enfermedad infecciosa llamada “gripe” que
afecta las vias respiratorias en el humano y que se caracteriza por tener sintomas
parecidos a los del catarro comun o resfriado, tales como: fiebre, dolor de garganta,
escurrimiento nasal, tos, dolor de cabeza, dolor muscular y fatiga 278. Sin embargo,
no debemos confundirlo con el catarro comun, primero porque los virus causantes
son diferentes: mientras que el virus de influenza causa la gripe, el catarro comun

es causado por mlltiples virus respiratorios (principalmente Rhinovirus)3”.
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Asimismo, los sintomas presentados por la gripe suelen manifestarse abruptamente
y suelen ser mas severos que el catarro comdn, provocando que un porcentaje de
los pacientes requieran hospitalizacion. El cuadro clinico de la influenza es muy
variable, pudiendo ir desde un cuadro febril agudo leve hasta una infeccion
pulmonar y, en ocasiones, asociarse a complicaciones graves pudiendo llegar a la
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Figura 1. Componentes de los Virus de influenza A (VIA). (A) Representacion
esquematica de los 8 segementos de RNA, de polaridad negativa (VRNA), que contiene como
genoma el virus de influenza A. Las regiones no traducidas (UTRs, las cuales contienen los
promotores virales, son representado con una linea, y las regiones codificantes de cada
VRNA son representadas dentro de una caja coloreada (B) Diagrama de los RNA mensajeros
sintetizados a partir de los VRNAs. Cada caja coloreada representa el producto codificado
por cada mRNA. Las proteinas M1 y M2, asi como NS1 y NS2, son generadas mediante
splicing alternativo. El Circulo rojo representa la cap-5'. A(n) corresponde a la cola de poli-
A. las cajas vacias son productos codificantes no esenciales que son encontradas en muchas
cepas de virus de influenza. (C) Diagrama de la estructura de las particulas virales de
influenza. Tomada de Dou et al. (2018) y Krammer et al. ( 2018) ',
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Epidemiologia

El virus de influenza se trasmite de persona a persona por medio de aerosoles
derivados del tracto respiratorio, creadas al toser o estornudar. El virus de influenza
es capaz de propagarse con rapidez gracias a que sus sintomas son muy parecidos
a los del catarro comun, ocasionando que las personas infectadas le resten
importancia a los sintomas presentados y favoreciendo asi su diseminacion.
Ademas de esto, factores como la globalizacion, las condiciones precarias de
sanidad, el hacimiento, los conflictos sociales y el cambio climético, van favorecer
la generaciéon de pandemias y epidemias. A modo de ejemplo, sélo en el tltimo siglo
cuatro pandemias globales han sido provocadas por el VIA, lo cual ha resultado en
numerosas muertes®il,

La pandemia mas mortifera provocada por el virus de influenza (H1N1) que se
tiene registro, ocurrio a finales de la primera guerra mundial durante los afios de
1918 y 1919, conocida como gripe espafiola, y a la cual se le adjudica millones de
muertos. Aunque la cifra exacta no se conoce, las estimaciones van desde los 20
hasta los 200 millones de muertes, una cifra mucho mayor de pérdidas humanas
que la ocasionada por las acciones bélicas de la primera guerra mundial®. A pesar
de que las siguientes pandemias no se comparan con las muertes ocasionadas por
la gripe espafiola, en su conjunto estas han ocasionado millones de muertes. Tan
s6lo las pandemias ocasionadas en los afios de 1957 (Gripe asiatica) y 1968 (gripe
de Hong Kong) se estima que ocasionaron alrededor de 2 millones y 1 millén de
muertes, respectivamente 12, La pandemia mas reciente provocada por este virus
fue en el afio 2009 (H1IN1), se asume que se origind en México y que posteriormente
se propag0, primero, a los Estados Unidos y, posteriormente, al mundo entero. La
organizaciéon mundial de la salud (OMS) report6 a los tres meses posterior al inicio
de la pandemia 94,512 casos confirmados en 110 paises, con al menos 429 muertes
registradas. Al final de la pandemia, la OMS report6 18,500 muertes confirmadas,
aungue algunos autores sugieren que estos niameros estan subestimados y que los

numeros de muertes oscila entre los 151,700 y 575,400 13,
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De acuerdo con los centros de control y prevencion (CDC,

https://www.cdc.gov/) de los Estados Unidos, en el hemisferio norte, actualmente

circulan los virus de influenza tipo A HIN1 y H3NZ2, los cuales son considerados
virus estacionales que causan epidemias cada afio en los periodos invernales.
Asimismo, la CDC estimé entre los afios 2010 y 2017 que solo en Estado Unidos,
gue las infecciones estacionales por virus de influenza provocaron entre 9.2 y 35.6
millones de enfermos de los cuales alrededor de 140,000 a 710,000 necesitaron ser
hospitalizados. Asimismo, a nivel mundial se ha estimado que el virus provoca entre
3 a 5 millones de casos graves cada afio?. De acuerdo a un estudio realizado
recientemente, se estimé que las muertes respiratorias asociadas a virus de
influenza estacionales oscilan entre 291,243 a 645 832 anualmente!4.

Durante esta epidemia, en el afio 2009, se hicieron evidentes las fallas que
presentaba el sistema epidemiolégico de nuestro pais para dar respuesta a la crisis
sanitaria. Entre los factores que dificultan la aplicacion de los planes de respuesta
se puede destacar: la fragmentacién del sistema de salud, la descentralizacion de
los servicios estatales, la heterogeneidad de los servicios de salud, la baja
adherencia de los estados a la notificacion al sistema de vigilancia de influenza
(SISVEFLU), la carencia de los protocolos de estudio de patbgenos emergentes, la
falta de infraestructura especializada, la falta de recursos para poder adquirirlos y el
manejo de técnicas desactualizadas!**.

Por otro lado, de acuerdo con el informe semanal #20 para la vigilancia
epidemioldgica 2021 presentada por la secretaria de Salud en México, desde el afio
2009 al 2016 se puede identificar un comportamiento bianual de las epidemias por
VIA. Durante los periodos en 2010-2011, 2012-13 y 2014-2015 la variante
predominante fue H3N2, mientras en los afios 2009-2010, 2011-2012, 2013-2014 y
2015-2016 la variante predominante fue HIN1. Sin embargo después del 2016, el
comportamiento bianual ces6: en el 2016-17, 2018-2019, 2019-2020 la variante
predominante fue HIN1 y en el 2017-2018 la variante predominante fue H3N216.17,
Los casos presentados, asi como la tasa de letalidad del virus de influenza en

México presentan fluctuaciones (Tabla 1), pero los mayores casos de infeccion y
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tasas de letalidad se presentan cuando la variante H1IN1 esta en circulacibn como

variante predominante.

Tabla 1. Casos y defunciones ocasionadas por el virus de influenza en México. El
sombreado gris presenta los afios en los cuales la variante predominante fue H1N1. Datos

tomados de la Secretaria de Salud, 2021 .

Temporada de Variante tasa de
Casos Defunciones

influenza dominante letalidad
2011-2012 H1N1 7317 345 4.72
2012-2013 H3N2 2945 60 2.04
2013-2014 H1N1 9131 1112 12.18
2014-2015 H3N2 2836 85 3.0
2015-2016 H1N1 9641 703 7.29
2016-2017 HT1N1 6371 528 8.29
2017-2018 H3N2 3692 160 433
2018-2019 H1N1 7467 848 11.36
2019-2020 H1N1 6205 412 6.64

Por otro lado, se sabe que las comorbilidades aumentan el riesgo de gravedad
en la infeccién por el virus de influenza. Ademas, el embarazo y la edad son factores
de riesgo reconocidos, siendo los menores de 1 afio y las personas mayores de 65
afos los grupos mas vulnerables. La enfermedad grave y/o mortalidad en pacientes
con infeccion por el virus de influenza generalmente se deben a una neumonia
inducida por el virus de influenza o a una superinfecciéon bacteriana secundaria. La
neumonia viral primaria se caracteriza por altos niveles de replicacién viral en el
tracto respiratorio acompafnados de fuertes respuestas proinflamatorias, también
conocidas como 'tormenta de citocinas' 2.

A pesar de la existencia de farmacos antivirales y vacunas contra el virus de

la influenza, sigue siendo un problema de salud a nivel mundial. Esto se debe a que
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el virus de la influenza es capaz de evadir la inmunidad mediada por anticuerpos
inducida previamente durante infecciones o vacunaciones, asi como de presentar
resistencia parcial a los antivirales'8. Esta capacidad de evasién o de resistencia a
antivirales resulta de los dos mecanismos de variacion genética. Por un lado, el virus
de la influenza tiene la capacidad de experimentar variaciones antigénicas, también
conocidas como "deriva antigénica ('drift antigénico')". Estas variaciones resultan en
mutaciones puntuales de los nucledtidos que afectan a las glicoproteinas de
superficie del virus de la influenza, en particular la regién globular de la HA. Las
mutaciones en las regiones antigénicas ocasionara la pérdida parcial del
reconocimiento por los anticuerpos especificos generados durante infecciones o
inmunizaciones previas. De manera similar, se ha podido monitorear que este
mismo mecanismo ocasiond la resistencia de la proteina M2 al medicamento
amantadina. En resumen, este mecanismo parece ser el principal factor que da
lugar a las epidemias anuales!®?°,

El virus de la influenza A es el que experimenta cambios antigénicos de
manera continua y causa todos los casos de epidemias de gripe cada afo, en
contraste con otros tipos de influenza que muestran cambios menores. Por ejemplo,
el tipo B, aunque puede sufrir cambios antigénicos, generalmente provoca
epidemias esporadicas, mientras que el tipo C presenta estabilidad antigénica y no
genera epidemias ?!. Por esta razon, cada afio se requiere la actualizacién de las
vacunas para incluir las variantes emergentes de los virus de la influenza que estan

circulando en el mundo.
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Ciclo de replicacion del virus de Influenza

Una vez que el virus ha alcanzado las vias respiratorias de un humano, las
proteinas HA presentes en alta proporcion en la membrana del virus, se uniran a
glicoproteinas en la superficie de las células epiteliales del hospedero. Se reconoce
gue dependiendo del tipo de HA presente en el virus, tendrd mas o menos afinidad
por residuos de acido siadlico en configuracion a-2,6 en las glicoproteinas de
membrana®??23, La unién de la HA con el receptor sialidado va a llevar a dos
eventos: 1) las particulas virales se concentraran en regiones discretas de la
membrana celular y 2) una vez aglomeradas, estas seran conducidas al interior de
la célula por un mecanismo conocido como endocitosis mediada por receptor.
Existen diversas rutas de endocitosis a través de las cuales el virus puede ingresar
al citoplasma de la célula, donde las mas conocidas son aquellas que dependen de
la proteina clatrina?*. Sin embargo, también se han descrito otros tipos de
endocitosis por los cuales el virus puede ingresar, tales como la macropinocitosis y

la endocitosis independiente de clatrina y caveolina (Figura 2)25-28,
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Figura 2. Rutas de endocitosis. El virus de influenza puede ser internalizado dentro de la
célula por medio de la endocitosis mediado por clatrina, macropinocitosis y la via
independiente de clatrina y caveolina. Tomada de McMahon & Boucrot (2011) #/.
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La clatrina es un complejo proteico formado por tres cadenas ligeras y tres
cadenas pesadas que constituyen una unidad llamada el "triesqueleto” de clatrina.
Este complejo es reclutado en la membrana plasmatica por proteinas
adaptadoras?®. Tras la unién del receptor sialidado con la HA viral, probablemente
desencadena una cascada de sefializacion que activa la proteina adaptadora epsin
1, lo que conduce al reclutamiento y polimerizacién de la clatrina para formar la
vesicula endocitica?”?%%®. Se ha observado que la unién del virus a receptores
sialidados no necesariamente conducen a su internalizacién en la célula®!, lo que
podria limitar la capacidad infectiva del virus. Aunque multiples estudios han
mostrado que juega un papel critico para la propagacion de la infecciéon?, se ha
reportado que incluso células que carecen de receptores sialidados tienen la
capacidad de interaccion con VIA, lo cual sugeriria que el &cido siélico podria no ser
el Unico requisito para la internalizacién de VIA?®,

Después de la invaginacion de las particulas virales junto con la formacion
de los endosomas, su recubrimiento de clatrina se desvanecera y se formara lo que
se conoce como el endosoma primario. A su vez, este comenzard a fusionarse
gradualmente con otras vesiculas cercanas a la superficie celular®?. Esta fusion de
vesiculas continuara hasta que se forme lo que se conoce como el endosoma tardio,
el cual se ubicara cerca del nucleo de la célula hospedadora.

Durante el proceso de transporte del endosoma hacia el espacio perinuclear,
se produce una acidificacion en el interior del endosoma, lo que activa los canales
i6nicos de los virus de influenza (M2), permitiendo la entrada de iones hidronio (H*)
33-36 Esta acidificacion conlleva a un cambio conformacional en las proteinas HA
de las particulas virales, lo que a su vez permite la exposicion del péptido de fusion.
Este péptido de fusion facilita la fusién de la envoltura lipidica viral con la membrana
del endosoma, lo que finalmente conduce a la liberacion de los VRNPs hacia el

citosol de la célula®’-3° (Figura 3).
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Figura 3. La entrada del virus de Influenza en la célula hospedadora. La cabeza globular

de HA1 reconoce receptores sialidados, o que permite su endocitosis. Una vez en el citosol,
el endosoma se acidificara gradualmente, activando los canales i6énicos de M2 en las
particulas virales. Esto conduce a la acidificacién del interior de la particula y provoca un
cambio conformacional en la estructura de HA, permitiendo que HA2 exponga el péptido
fusion (representado por las colitas rojas) y facilite la fusion de las membranas. Como
resultado de esta fusion, los VRNPs son liberados al citosol, desde donde son transportados
al nucleo de la célula hospedadora, donde se llevaran a cabo los procesos necesarios para

formar nuevas particulas virales. Imagen tomada de Flint et al. (2015) 2.

Es importante destacar que las proteinas HA estdn compuestas por dos
subunidades: HA1 y HA2. HA1 tiene la capacidad de reconocer residuos de acido
sialico, mientras que HA2 es responsable de la actividad fusogénica. La acidificacion

de las particulas virales permite el cambio conformacional de las proteinas HA,

exponiendo la subunidad HA2 que dirige la fusién de las membranas (Figura 4).
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Figura 4. Cambio Conformacional de HA1 y HA2. A la derecha se muestra el cambio
conformacional de la subunidad globular, HA1; mientras que a la izquierda se presenta el
cambio conformacional de la subunidad HA2, exponiendo el péptido fusidon. Imagen tomada
de Garcia et al., (2015) *°.

Por su parte, los VRNPs liberados en el citoplasma son transportados hacia
el nucleo de la célula hospedadora mediante las importinas a y 1, donde tendra
lugar los procesos de transcripcion y replicacién viral. Las importinas a (IMPa) se
unen a las nucleoproteinas (NP) del virus mediante secuencias conservadas
llamadas "sefales de localizacion nuclear" (NLS, por sus siglas en inglés). Una vez
que IMPa se une a NP, son reconocidas por el receptor del transportador "importina
B1" (IMPB1). Después de atravesar el complejo del poro nuclear (NPC),
proteinas IMPB31 se disocian de IMPa debido a la activacién de la Ran GTPasa, lo
que libera los VRNPs-IMPa en el nucleoplasma®324%41 Aln no esta claro si las
proteinas IMPa se disocian de los VRNPs. En cualquier caso, se sugiere que estas
proteinas promueven los procesos de transcripcion y/o replicacion del genoma del
virus de la influenza®. Asimismo, se plantea la posibilidad de que, tras su
internalizacién en el nucleo, los VRNPs sean separados individualmente.

Una vez dentro del ndcleo, los VRNPs iniciaran el proceso de transcripcion y
replicacion de su genoma viral (Figura 5). Dado que las células humanas no poseen
RNA polimerasas dependientes de RNA, el virus de influenza utiliza su complejo de
polimerasa para sintetizar RNAs de polaridad positiva a partir de VRNAS, los cuales

se utilizan como moldes para llevar a cabo los procesos de transcripcion y
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replicacion. La transcripcion viral se refiere a la sintesis de RNAm, cuyo propdsito
es servir como molde para la traduccion de las proteinas virales, tanto estructurales
como no estructurales del virus#?. La transcripcién viral depende de cebadores o
"primers" para su iniciacion, por lo que la polimerasa viral proporciona estos
"primers" mediante un proceso conocido como "robo de Cap" o "Cap snatching”. El
"robo de Cap" implica, en primer lugar, el reconocimiento del "5' cap” de los pre-
RNAmM sintetizados por la célula hospedadora, a través de la proteina PB2 del
complejo de la polimerasa viral. Luego, se produce la escision de los Caps,
catalizada por la actividad endonucleasa de PA, para que PB1 los utilice como
cebadores y asi iniciar el proceso de transcripcion (Figura 6A)%3,

Durante el proceso de infeccion, la sintesis de RNAm ocurre antes de la
replicacion de su genoma, ya que la transcripcibn es mas eficiente debido a la
dependencia de los "primers" para su iniciacion. Los RNAm sintetizados se exportan
fuera del nucleo en dos direcciones para la sintesis de las proteinas virales: hacia
los ribosomas ubicados en el citosol (PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 y M) y hacia los
ribosomas cercanos al reticulo endoplasmatico (HA, NA y M2)*.

La replicacion del genoma del virus de influenza consiste en dos etapas: la
transcripcion de RNA complementario de polaridad positiva (RNAc) a partir de los
VRNAS, seguida de la transcripcion de nuevas copias de VRNAs utilizando los RNAc
como cadena molde (Figura 5). La transcripcion del RNAc y la sintesis de las
nuevas copias de VRNAs son procesos independientes de "primers", o que hace
gue el proceso sea menos eficiente en comparacion con la transcripcion viral, que
requiere "primers" para su inicio. Por lo tanto, la transcripcién de VRNAs y RNAc
requiere ATP y GTP para ser ensamblados de manera simultanea y correcta en la
posiciéon 3' del VRNA (Figura 6B)142. Bajo este mecanismo de ensamblaje, ambos
procesos de transcripcion de la replicacion viral se llevan a cabo. Los RNAc y VRNAS
sintetizados se asocian con una cantidad de NP y un complejo de polimerasa viral
para dar lugar a la formacién de vVRNPs que contienen cadenas de RNA de polaridad
positiva (RNAc) y cadenas de polaridad negativa (VRNAS).
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El mecanismo por el cual se lleva a cabo la exportacion de los VRNPs fuera
del ndcleo no queda del todo claro. Por un lado, parece ser que la proteina NP viral
puede mediar la exportacion nuclear en complejo con la exportina 1 (también
conocida como CRM1)*. Por otro lado, es el complejo M-NS2/NEP-CRM1 quien
media la exportacion de RanGTP, donde la proteina M se ha identificado que
participa como una proteina adaptadora para reclutar NS2, formando un complejo
con CRM1 y RanGTP para exportar los VRNPS (Figura5)%454é, Por su parte, la
proteina viral M1 bloquea las NLS de las NP virales previniendo la reimportacion de
los VRNPs hacia el nlcleo, de tal manera asegura que los VRNPs replicados en el

nucleo formen partes de las nuevas particulas virales®.
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Figura 5. Transcripcion, replicaciéon y exportacion de vRNPs. Una vez dentro del nucleo,
se inicia la transcripcion de los RNAm, los cuales se transportaran hacia los ribosomas
citosolicos y los del reticulo endoplasmatico para la sintesis de las proteinas virales. Los
componentes de la polimerasa viral regresan al nlcleo, donde contribuyen a la formacién
de los RNAc a partir de los VRNA. Estos RNAc actian como cadenas molde para la
generacion de VRNAs. Los VRNPs se exportan del nucleo mediante el complejo M-NS2-
CMR1-RanGTP, que luego se transporta hacia el centro organizador de microtubulos
(MTOC) para ser dirigido a la periferia celular a través de las vias de reciclaje endosomal y
secretoria. Tomada de Dou et al. (2018)".
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Figura 6. Transcripcion y replicaciéon del genoma viral. (A) La transcripcion viral implica
la generacién de RNAm a partir de los VRNPs, un proceso que requiere el uso de cebadores
o "primers". Para llevarlo a cabo, es necesario robar el "Cap" de los RNAm celulares y
utilizarlos como cebadores en la transcripcion de los VRNPs, lo que da lugar a la formacién
de los RNAm virales. (B) La replicacién del genoma viral consta de dos etapas: la generacion
de VRNPs de polaridad positiva (cCRNA+) y su posterior transcripcién para producir vVRNPs
de polaridad negativa (VRNA-), que se emplearan en la formacién de nuevas particulas
virales. Tomada de Dou et al. (2018) .



Una vez exportados los VRNPs, estos son transportados hacia los centros
organizadores de microtubulos o "MTOC", donde se acumulan antes de dirigirse
hacia la membrana plasmatica*/#8, El virus de influenza utiliza los componentes de
las vias de reciclaje endosomal y secretoria para este procesol#’. Un estudio
reciente demostré6 que Rabll es un elemento importante en las vesiculas
endosomales que facilita la interaccion de los segmentos de los VRNPS,
funcionando como centros de reclutamiento, promoviendo un ensamblaje correcto
de cada uno de los VRNPs y, en la ausencia de este, resultaba en la produccion de
particulas defectuosas con genomas mal ensamblado conteniendo segmentos
virales repetidos o perdidos*®. En resumen, Rabll permite la formacién de
particulas con 8 VRNPs en una configuracion "1 + 7".

Las proteinas de membrana sintetizadas por el reticulo endoplasmatico (HA,
NA y M2) son traslocadas a la membrana de la célula hospedadora a traves de la
via secretoria, con HA y NA experimentando modificaciones post-traduccionales de
glicosilacion, tanto de tipo N como de tipo O. En el caso de HA, esta proteina se
expresa inicialmente como un precursor en el reticulo endoplasmatico rugoso,
donde se oligomeriza para formar trimeros durante su maduracion. Sin embargo,
debe someterse a una activacion proteolitica para obtener dos subunidades, HAl y
HA2, que son responsables del reconocimiento del receptor sialidado y la fusion de
la membrana viral. Sin esta escision proteolitica, el virus no puede llevar a cabo la
infeccién?®-51, Una vez en la periferia celular, estas proteinas esperan ser
ensambladas con los 8 segmentos de VRNP, dando como resultado la formacion de
particulas virales. Finalmente, la proteina NA, mediante hidrélisis, rompe las
interacciones moleculares entre los receptores sialidados y la HA, al eliminar el
residuo de acido sialico del receptor, lo que permite la liberacién de las particulas

virales y su propagacion?.
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Sefializaciéon del TGF- B

El TGF-B es un factor de crecimiento que pertenece a la superfamilia de
proteinas del mismo nombre, y desempefia un papel fundamental en diversos
procesos celulares, como la proliferacion, apoptosis, diferenciacion, migracion,
respuesta inmunitaria y reparacion celular. Se han reportado cinco isoformas de
TGF-B, pero en el ser humano, se reconocen sélo tres de ellas: TGF-B1, TGF-B2 y
TGF-B3. La isoforma TGF-B1 ha sido la mas estudiada, especialmente por sus
efectos en la inflamaciobn y la regulacion de la respuesta inmunoldgica.
Interesantemente, las isoformas 2 y 3 parecen tener efectos mas significativos en el
desarrollo, la morfogénesis y los procesos de reparacion tisular. EI TGF-( tiene la
capacidad de unirse a diversas proteinas de membrana, lo que da lugar a al menos
dos tipos de cascadas de sefalizacion: la via principal, también conocida como
canonica, y la via alternativa (Figura 7).

La ruta clasica comienza cuando el TGF- se une al receptor TBRII, el cual
recluta y activa por fosforilacion al receptor TGF-B1; ahora, TBRI es capaz de
reclutar y activar por fosforilacion a las proteinas citoplasmaticas Smad 2 y Smad 3
(R-Smads). Aunque algunos estudios han mostrado que los efectos
transcripcionales de Smad 2 y Smad 3 pueden variar y, por lo tanto, tener efectos
distintos en las células, en muchos otros estudios parece que su papel puede
intercambiable. Por eso, en este estudio se considerardn equivalentes, salvo
cuando se mencione lo contrario. Una vez fosforiladas las proteinas Smads, estas
actuaran como factores transcripcionales o co-transcripcionales, ya sea de manera
represora o inductora. Después de la fosforilacion de Smad 2 o Smad 3, estas se
unen a la proteina Smad4 (Co-Smad) para formar un complejo dimérico activo que
sera translocado al nucleo celular y permitira la induccion o represion selectiva de

genes.
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Figura 7. Senalizacion de TGF- B. La ruta principal es dependiente de las proteinas Smad,
gue actuan como segundos mensajeros. Una vez que TGF- B se une al receptor TRRII, este
ultimo recluta a TPRI para que active por fosforilacion a Smad2/Smad3, los cuales forman
un complejo con Smad4 para ser traslocados al ndcleo y regulen la expresion génica. Smad7
regula la sefializacion de TGF- B, el cual se une al receptor TBRI y previene la fosforilacién de
Smad2/Smad3. La ruta alternativa es independiente de las proteinas Smad y puede llevar a

la activaciéon de la ruta de sefalizacion MAPK y PI3K/AKT. Tomada de Spittau et al. *2020)
52

Por su parte, la ruta de sefializacion del TGF-B se autorregula negativamente
mediante la induccién de Smad inhibitorias (I-Smad) que bloguean ya sea la
activacion de TBRI o la fosforilacion de los Smad 2/3. En este ultimo evento, las
proteinas Smad 6 y Smad 7 son proteinas inducidas por la propia cascada de
sefializacion del TGF-B y que se unen al TRRI, compitiendo con los R-Smads por el
sitio catalitico del receptor. Debido a que estas I-Smads carecen del dominio de
fosforilacién de Ser/Thr, la unién de las I-Smad al TBRI impide la fosforilacion de las

proteinas Smad 2/3 y, por lo tanto, inhibe la cascada de sefalizacion de TGF-f3.
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Muerte celular programada: Apoptosis

La muerte celular programada por apoptosis es un proceso biolégico normal
gue consiste en eliminar células para mantener un control homeostéatico de los
tejidos 3. Este fenémeno no se lleva a cabo de manera aleatoria, sino que es un
proceso activo y esta bien definido genéticamente. La apoptosis también juega un
papel fundamental en el desarrollo de los procesos embrionarios para la formacion
de organismos pluricelulares. La apoptosis también juega un papel fundamental en
el desarrollo embrionario para la formacién de organismos pluricelulares. Ademas,
la apoptosis es un mecanismo que emplean las células cuando ocurren dafos lo
suficientemente graves que no pueden ser reparados 0 como una estrategia de
defensa contra infecciones, como las provocadas por los virus 3253,

Las células que mueren por apoptosis sufren cambios morfoldgicos
caracteristicos. Algunos cambios son: reduccion de tamafio; el "ruffling” de la
membrana; la condensacion de la células; el colapso del citoesqueleto; la
desaparicion de la envoltura nuclear y la fragmentacion de la cromatina; la formacion
de burbujas en la membrana ("bebbling") y; finalmente, la separaciéon de los
componentes celulares en el interior de los llamados "cuerpos apoptéticos">3%4. De
esto modo las células programan su muerte sin generar salida de productos al
espacio extracelular y, finalmente, los cuerpos apoptoticos son fagocitados por
células profesionales, evitando la generacion de respuestas inflamatorias.

Por su parte, las caspasas son enzimas cisteina-proteasas que desempefan
un papel muy importante en la traduccién y ejecucion de las sefales apoptoticas.
Estas proteinas se sintetizan como precursores inactivos que necesitan ser
escindidas para activarse e iniciar su actividad proteolitica °°. Las caspasas pueden
clasificarse en tres grupos: caspasas iniciadoras, caspasas ejecutoras y caspasas
procesadoras de citocinas 6.

Las caspasas iniciadoras (caspasa 8, 9, 10), como su nombre indica, inician
los procesos de apoptosis. Normalmente se encuentran en forma monomeérica
inactiva, pero cuando se produce una sefial apoptética, ensamblan grandes

complejos proteicos que reclutan multiples caspasas iniciadoras (Figura 8). Dentro
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de estos complejos, las caspasas iniciadoras son activadas de forma dimérica y su
objetivo es activar por escision a las caspasas ejecutoras (Caspasa 3, 6 y 7) para
desencadenar la muerte celular por apoptosis®®®’. Las caspasas ejecutoras son
responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que ocurren en las células
apoptoticas, mediante la accion sobre diversas proteinas, que incluyen proteinas de
sefalizacion, de reparacion, estructurales y factores de transcripcién, entre otras.
Por otro lado, las caspasas procesadoras de citocinas (por ejemplo, la Caspasa 1)

tienen funciones distintas a la apoptosis y no se incluiran en este escrito.

apoptotic
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Figura 8. Activacion de caspasas durante apoptosis. Después de recibir una sefal
apoptotica, se reclutara a las caspasas iniciadoras para que sean activadas por
autoprotedlisis. Una vez activadas, procesan proteoliticamente las caspasas ejecutoras, lo
que permitira que estas Ultimas inicien los procesos de apoptosis actuando sobre multiples
proteinas con el fin de llevar a cabo la apoptosis. Tomada de Alberts (2015) >.
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Existen dos vias principales de induccion de la apoptosis. La primera de ellas
se denomina via extrinseca, que estd mediada por ligandos extracelulares que se
unen a receptores de muerte anclados a la membrana. La union de moléculas
extracelulares desencadenara la formacidon de complejos de iniciacion de
sefalizacion de muerte (DISC, por sus siglas en inglés) a través del dominio
intracelular de los receptores. De esta manera, los DISC permite el reclutamiento
de las pro-caspasas 8 para ser activadas por autoproteolisis y asi, iniciar la escision
de las caspasas 3, 6 y 7, desencadenando el proceso de apoptosis (Figura 9)%2,
Los receptores de muerte, asi como sus ligandos, pertenecen a la familia del TNF,
gue incluye al propio TNF. Los receptores de muerte son TNFr, Fas/Apol y DR4/5,
gue tienen como ligandos a TNF, FasL y Apo2L/Trail, respectivamente 3,

La segunda via que puede desencadenar la apoptosis se conoce como via
intrinseca, donde la mitocondria y la familia de proteinas Bcl2 desempefian un papel
clave. Bajo diversos estimulos, como el estrés, el dafio en el DNA o las infecciones
virales, entre otros, se produce la permeabilizacion de la membrana externa de la
mitocondria, lo que resulta en la liberacion del citocromo ¢ desde el espacio
intermembranal hacia el citosol. Una vez que el citocromo c se encuentra en el
citoplasma, se asocia con Apafl para formar un complejo llamado apoptosoma, que
facilita el reclutamiento y activacion de la caspasa 9, desencadenando asi la
apoptosis mediante la escision de las caspasas efectoras (Figura 9)%3°, Ademas,
la via extrinseca puede activar la via intrinseca a través de la caspasa 8,
promoviendo la activacion de un miembro proapoptético de la familia Bcl-2 llamado
Bid y amplificando los procesos apoptéticos. 6.

Por otro lado, las proteinas de la familia Bcl2 regulan los procesos de
permeabilizacién de la membrana mitocondrial en la via intrinseca de la apoptosis.
Otras de sus funciones son la dimerizacion, actividad de formacion del poro y
creacion de enlaces a otras proteinas®®. La familia Bcl2 se clasifica en dos grupos:
proteinas anti-apopoticas y pro-apoptéticas. Las proteinas anti-apoptoticas (Bcl2,
Bcl-XL y Mcl-1) presentan los dominios BH1-BH4; mientras que las proteinas pro-
apoptotica se dividen en dos clases: aquellas proteinas pro-apoptoética efectoras
(Bax y Bak) que presentan los dominios conservados BH1-BH3 y aquellas proteinas
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pro-apototica iniciadoras (Bim, Puma, Bad, Noxa, entre otras) que presentan un
Gnico dominio conservado, BH3%3%960 | as proteinas anti-apoptotica y pro-
apoptotica se pueden unir entre si en varias combinaciones y formar heterodimeros
en los cuales se inhiben mutuamente. El balance entre estas proteinas determinara
si se activa o no la via intrinseca de apoptosis®S.

Las proteinas anti-apoptoticas contrarrestaran la actividad de las proteinas
pro-apoptéticas, tanto de las efectoras como de las iniciadoras. Cuando se produce
un estimulo de muerte celular, se produce un desequilibrio en el balance de las
proteinas pro-apoptoéticas y anti-apoptoéticas, 1o que permite que un nimero mayor
de moléculas pro-apoptoéticas desplace a las moléculas anti-apoptéticas de la
membrana de la mitocondria. Esto permite que Bak y Bax se activen y dimericen
para formar poros que facilitan la liberacion de proteinas intermembranales de la
mitocondria, incluyendo el citocromo c, que induce la formacién del apoptosoma y

activa la caspasa 9.
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Figura 8. Las vias de apoptosis. (A) | La via extrinseca esta mediada por ligandos
extracelulares que se unen a receptores de muerte, lo que activa el receptor y envia una
seflal a su dominio intracelular para formar un complejo de inicio de sefalizacion llamado
DISC. Este complejo recluta a la caspasa 8 y la activa, desencadenando la apoptosis mediante
la escisiéon de las caspasas efectoras. (B) La via intrinseca, en respuesta a un estimulo
apoptotico, implica la inhibicién de las proteinas anti-apoptoticas en la superficie de la
membrana mitocondrial. Esto permite que las proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl2,
como Bax y Bak, se activen y oligomerizen en la membrana mitocondrial externa, lo que
promueve la liberacion del citocromo c. La liberacion de citocromo ¢ conduce a la formacion
del complejo apoptosoma, que a su vez recluta a la caspasa 9 y activa la apoptosis. Tomada
de Alberts (2015)*.
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CRISPR-Cas9: una técnica de precisiéon para la modificacion genética

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha sido uno de los mayores avances en la
investigacion de la biologia molecular y genética en los ultimos afios. Esta técnica
ha revolucionado la forma en que los cientificos pueden manipular los genes, lo que
ha permitido importantes avances en la medicina, la agricultura y la biotecnologia®'-
63, El acrénimo CRISPR significa “Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadas”, y se refiere a un sistema de defensa que las
bacterias utilizan para defenderse contra los virus y otros agentes patdgenos.

La investigacion sobre el sistema CRISPR comenzo en la década de 1980,
cuando se descubrieron secuencias repetitivas de DNA en el genoma de bacterias
por un grupo de investigacion japonés que estudiaba Escherichia coli, y por el
espafol Francisco Mojica, quien trabajaba con Haloferax mediterranei, un
microorganismo del reino Arquea®*%°, A pesar de que estas secuencias de DNA se
habian identificado, su funcién no estaba clara en ese momento.

No fue hasta la década de 2000 cuando los cientificos comenzaron a
comprender cémo funciona el sistema CRISPR como un mecanismo de defensa
contra los virus. Se descubri6 que el sistema utiliza las secuencias de DNA
repetitivas como una especie de memoria, para identificar y destruir las secuencias
de DNA de virus y otros elementos patégenos que hayan invadido a la célula®3:66.67,
El mecanismo es andlogo al silenciamiento con RNA interferente (SiRNA) en
eucariontes, el cual identifica y degrada secuencias de acidos nucleicos exégeno®®.

El sistema CRISPR-Cas se compone de dos elementos esenciales: el RNA
guia complementario (crRNA) y el RNA trans-activador (tracrRNA). El crRNA se
encarga de identificar la secuencia nucleotidica especifica del DNA objetivo
mediante el apareamiento de bases, mientras que el tracrRNA se une al crRNA para
guiar al complejo de la proteina Cas9 al sitio activo del DNA objetivo 36567 PAM
(motivo adyacente al protoespaciador) es una secuencia corta de DNA de 3
nucleotidos que no forma parte estructural del sistema CRISPR-Cas, sino que se
encuentra inmediatamente adyacente al extremo 3’ del sitio objetivo en el DNA del

patégeno de la cadena complementaria del reconocimiento de crRNA®3, Si falta esta
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breve secuencia denominada PAM, incluso una secuencia completamente
complementaria a la sgRNA no puede ser reconocida por la endonucleasa Cas9 ©°.
Esto se debe a que la presencia de la secuencia PAM es un requisito critico para la
actividad de la endonucleasa Cas9 en el DNA diana®. La secuencia PAM es
esencial para la separacion de las hebras del DNA y la formacion del heteroduplex
RNA-guia/DNA-diana, lo que permite a la endonucleasa Cas9 realizar cortes
precisos en el DNA diana’. Esto permite que la endonucleasa Cas9 actlie como
unas tijeras moleculares y escinda la cadena de DNA, generando una rotura de
doble cadena, que es perjudicial para el plasmido o virus invasor, lo que resulta en
su degradacion.

Cuando una célula bacteriana es infectada por un patégeno invasor,
pequefios fragmentos de su DNA se insertan en el genoma de la bacteria en el sitio
denominado CRISPR 667, Estos fragmentos, llamados espaciadores, se intercalan
entre las repeticiones cortas y palindrémicas regulares. Ademas esta informacion
se hereda para futuras generaciones, lo que significa que cuando esta misma célula
o sus descendientes se enfrenten nuevamente a los mismos patégenos®, la
magquinaria de vigilancia de la bacteria activa la produccion de un crRNA. Este
crRNA cuenta con una region complementaria a la secuencia repetida del locus
CRISPR, que se denomina crRNA transcodificado (tracrRNA) 671, |a proteina Cas
se une al tracrRNA y juntos se unen a las secuencias repetidas que son precursoras
de los crRNA. Posteriormente, el complejo es procesado por la RNAasa lll para
producir un tracrRNA:crRNA maduro %671, Finalmente, este complejo se dirige a la
secuencia nucleotidica del patdégeno invasor para realizar el rompimiento de la doble

cadena de DNAy llevar a cabo su degradacion (Ver Figura 9).
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en el locus CRISPR, donde los rombos de colores corresponden a las secuencias espaciadoras
gue provienen del DNA del agente patdgeno que ha infectado a la bacteria, y los cuadrados
negros representan las secuencias palindrémicas repetidas. (B) Cuando un agente patégeno
infecta nuevamente a esta célula o a su descendencia, se activa la sintesis de tracrRNA, que
se une a la proteina Cas9. El tracrRNA se unira por complementariedad de bases a las
secuencias palindromicas repetidas, generando un precursor crRNA que sera procesado por
la RNAasa Ill. (C) El complejo tracrRNA: crRNA se unira a la secuencia complementaria del
crRNA en el genoma del invasor patdgeno, y la proteina Cas9 realizara una doble rotura de

) 72‘

la cadena de DNA del patégeno. Tomada de Doudna & Charpentier (2014
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Por su parte, los investigadores Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier
publicaron en la revista Science en 2012 un trabajo que las hizo merecedoras del
Premio Nobel de Quimica en 202073. En este trabajo, aprovecharon el sistema
CRISPR-Cas9 para mejorar sus elementos mediante la generacion de una quimera
del crRNA y tracrRNA en un Unico RNA denominado sgRNA, de esta manera
evitando el proceso de maduracion (Ver Figura 10). Este disefio conservo las
propiedades criticas de los elementos nativos del sistema CRISPR, de tal manera
gue pudieron programar con una secuencia de RNA guia (sgRNA) la edicién de
genes de manera mas precisa y sencilla, en comparacion con las técnicas
existentes hasta ese momento® 7274 Desde entonces, este trabajo ha
revolucionado el campo de la genética y la biotecnologia, ya que proporcioné una
herramienta poderosa y accesible para la edicion de genes, que va desde su

activacion, su represion o su silenciamiento®6.74,

Cas9 programmed by Cas9 programmed by
A crRNA:tracrRNA duplex B single guide RNA

w 5 tracrRNA

Figura 10.Evolucion del Sistema CRISPR-Cas9. (A) El complejo tracrRNA: crRNA nativo del
sistema CRISPR-Cas9. (B) La quimera disefiada por Jennifer Doudna y Emmanuelle

Charpentier, donde se disefid una RNA guia (sgRNA) unida al tracrRNA por un loop. Tomada
de Doudna & Charpentier (2014) 7.

El sistema CRISPR-Cas se ha convertido en una herramienta clave para la
edicion del genoma de los eucariotas, de tal manera que después de la introduccion

de una rotura de doble cadena del DNA de estas células eucariontes, se activa el
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sistema de reparacion del DNA a través de dos mecanismos principales: la union
de extremos no homologos (NHEJ) y la recombinacién homologa dirigida (HDR)
61.66.75 (ver Figura 11). El proceso de NHEJ es el mas comun, pero también es
propenso a errores, lo que puede generar mutaciones puntuales, inserciones o
deleciones que provoquen la pérdida de la funcion del DNA objetivo o la
degradacion de la secuencia objetivo®. Estas mutaciones pueden generar cambios
puntuales, inserciones o deleciones que afecten la estabilidad y estructura de la
proteina. Si no se produce el plegamiento correcto, se pierde la funcion de la
proteina, o si estos cambios genéticos generan un codon de paro, se puede perder
parcial o totalmente la estructura primaria de la proteina. Por otro lado, el proceso
de HDR es un método mas preciso y requiere una plantilla de DNA homdélogo para

llevar a cabo la reparacion’.
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Figura 11. La reparacion de roturas de doble cadena promueve la edicion de genes.
Cuando el sgRNA se une al objetivo deseado, como un gen, la proteina Cas9 lleva a cabo
una doble rotura en la cadena de DNA, lo que activa el sistema de reparacion del DNA
mediante los mecanismos de NHEJ y HDR. Tomada de Ran et al. (2013) 7.

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha sido utilizada en numerosos campos, desde
la investigacion basica hasta el desarrollo de nuevas terapias génicas para

enfermedades genéticas y el cancer 626576.77,
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ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, la muerte celular por apoptosis puede
desencadenarse cuando la célula detecta un patdgeno intracelular y, como
resultado, inactiva sus procesos celulares para evitar que el patégeno utilice su
maquinaria celular. De esta manera, la apoptosis puede considerarse un
mecanismo de defensa que permite eliminar los patdgenos intracelulares. Sin
embargo, algunos patégenos virales han desarrollado estrategias para bloguear la
apoptosis 8. Por otro lado, existen patdégenos virales para los cuales la apoptosis
no es perjudicial, e incluso puede resultar beneficiosa para su replicacién, lo que
lleva a la induccién de proteinas pro-apoptoéticas.”®-81,

Durante las dos Ultimas décadas, se ha observado que el virus de la influenza
es capaz de inducir la apoptosis tanto a través de la via extrinseca como de la via
intrinseca. Se ha observado que el virus de la influenza puede modular
diferencialmente las vias apoptoticas en diferentes etapas de la infeccién: en las
etapas tempranas, el virus puede inhibir la induccién de apoptosis, mientras que en
etapas tardias de la infeccién puede inducirla®-%%. Esto sugiere que al prevenir los
eventos pro-apoptéticos en las etapas tempranas, el virus tiene tiempo suficiente
para llevar a cabo su replicacion y la produccion de nuevos viriones. Una vez
iniciada la apoptosis en las etapas tardias, los viriones son liberados al exterior de
la célula, lo que permite la infeccion de otras células huéspedes cercanas. . Es
importante destacar que este tema sigue siendo objeto de controversia, ya que
varios estudios no han observado una clara correlacion entre la apoptosis y la
replicacion viral, especialmente debido a las diferencias en los modelos celulares y
animales utilizados en las investigaciones, lo que puede llevar a respuestas muy
diversas 80:83-86,

Por otro lado, la célula hospedadora puede inducir la apoptosis mediante una
coleccién de receptores especializados en la deteccién de patégenos, como las
proteinas TLRs, NLR y RIG-I. Esto generalmente lleva a la expresion y sintesis de
interferones de tipo 1 (IFN-a o IFN-B), que se unen a los receptores IFN-ap (IFNAR)
e inducen una serie de respuestas antivirales (ver Figura 12). Entre estas

respuestas se incluye la induccién de la expresiéon de ligandos para los receptores
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de muerte, como TRAIL y FasL, lo que provoca la muerte de las células infectadas
a través de las vias extrinseca e intrinseca por apoptosis. 8-,

Sin embargo, algunos virus han superado esta barrera antiviral, lo que les
confiere ventajas para su replicacion y provoca un dafio severo en las células
hospedadoras. Un ejemplo de esto es el virus de la influenza, que causa un dafio
severo en los pulmones y provoca una liberacién excesiva de IFNs tipo 1, lo que
aumenta la respuesta inmune. Esto propicia el reclutamiento excesivo de células
mononucleares, células T, NK y macréfagos en los espacios alveolares, lo que
resulta en la expresion y liberacién de grandes cantidades de TRAIL y FasL, asi
como en la expresion de receptores de muerte en células vecinas. Esto da como
resultado un dafio apoptético excesivo en células epiteliales alveolares no
infectadas cercanas, lo que provoca una lesion pulmonar aguda o sindrome de
dificultad respiratoria aguda, caracterizada por una filtracibn masiva de proteinas

alveolares y hipoxemia %0,
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Figura 12. Respuesta inmune innata tras la infeccion del virus de influenza en la célula
hospedadora. La presencia de VRNA activa los receptores tipo Toll (TLRs), principalmente
TLR7 y TLR3, lo que da a lugar a la transcripcion de interferones tipo 1 (IFN-o/B). La activacion
de esta via también puede inducir la transcripcion de citocinas proinflamatorias y

quimiocinas mediante la activacion del factor nuclear NF-kB. Tomada de Herold et al (2015)
95
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Por otra parte, en experimentos realizados por nuestro grupo de
investigacion®®, se observé que el pre-tratamiento con TGF-B1 ocasiondé una
disminucién de la presencia de alrededor de 16 proteinas pro-apoptéticas durante
la infeccidn viral, en de células A549 que no fueron tratadas con TGF-B1 (Figura
13A). Como se muestra en la Figura 13B, se observo inhibicion en la expresion o
presencia proteinica de caspasa 3, proteina de choque término (HSP), receptores
de muerte (TNFr), p53, Diablo, etc.
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Figura 13. Pretratamiento con TGF-B1 regula negativamente la expresion de las
proteinas pro-apoptaticas inducida por la infeccion. (A) mapa de calor de la abundancia
relativa de las proteinas apoptéticas (microarreglo). (B) comparacion grafica cuantitativa de
las proteinas apoptoticas que fueron reducidas significativamente con el pretratamiento de
TGF-B1. Los asteriscos identifican las diferencias significativas de las proteinas apoptdticas
cuando el virus esta solo versus cuando se pretratan con solo TGF-f1. Tomada de
BustosRivera-Bahena et al. (2021) ¥7.
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Por otra parte, esta inhibicion de proteinas pro-apoptéticas coincidio con
una inhibicion significativa de expresion de las proteinas M1 y NS1, asi como la

generacion de particular virales infectivas (Figura 14).
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Figura 14. El pretratamiento con TGF-B1 inhibe la replicacion del virus de influenza. El

efecto que tiene el pretratamiento de TGF-1 sobre los titulos virales, a las 24 y 48 h post

infeccién. Tomada de BustosRivera-Bahena et al. (2021) 7.

En este mismo estudio, a través de la evaluacion del perfil de expresion de
Smad?7 y la fosforilacion de Smad2/3 mediante la técnica de Western blot, en un
intervalo de tiempo que abarcé desde los 30 minutos hasta las 24 horas, se propuso
gue los efectos pro o anti-apoptéticos dependen de las vias de sefalizacion del
TGF-B1. Especificamente, se observé un aumento en la presencia de la proteina
Smad7 (Figura 15A) en concordancia con la induccion de proteinas pro-apoptoéticas
y la infeccion productiva por el virus de la Influenza. Por otro lado, el efecto inhibitorio
del TGF- parece estar relacionado con un aumento en la fosforilacion de Smad2/3
(Figura 15B), lo que coincide con la inhibicidbn de proteinas pro-apoptéticas y la
infeccion viral productiva. Por lo tanto, la modificacion selectiva de Smad7 y
Smad2/3, que tienen funciones opuestas en la via del TGF-B1, podria ser un punto
crucial para alterar la replicacién del virus de influenza, el programa de apoptosis
celular y/o la respuesta antiviral de la célula hospedadora. Para confirmar dichas

suposiciones, en el presente estudio se propuso la modificacion de la linea celular
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A549 mediante el uso del sistema CRISPR-Cas9 para silenciar la expresién de
Smad7.
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Figura 15. El pretratamiento con TGF-B1 favorece la fosforilacion de Smad2/Smad3 y
reprime a Smad?7. Perfil de expresién de Smad7 y Smad2/3 mediante Western blot. Cada
punto representa el cociente de Smad7 o Smad2/3 respecto a la Actina (A). Cuando las
células estan infectadas solo con el virus de la influenza, se observa una mayor presencia de
los niveles de Smad7 en comparacion con las células pretratadas con TGF-B, donde se
registra una disminucién en los niveles de Smad7. (B) En el caso de las células pretratadas
con TGF-, se observa un aumento en la fosforilacion de Smad2/Smad3 en comparacion con
las células infectadas solo con el virus de la influenza. Tomada de BustosRivera-Bahena et al.
(2021) .
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JUSTIFICACION

El virus de la influenza ha causado y sigue causando millones de muertes en
todo el mundo a través de epidemias y pandemias, lo que lo convierte en un grave
problema de salud global. A pesar de la existencia de vacunas contra el virus, estas
s6lo son efectivas contra las cepas especificas que circulan cada afio, ya que el
virus muta con frecuencia. Esto crea la posibilidad de epidemias con graves
consecuencias tanto en términos de salud como econdémicas y sociales,
especialmente cuando las vacunas existentes no son efectivas para todas las
variantes.

En la actualidad, existen medicamentos que actian inhibiendo la actividad de
las proteinas M2 o neuraminidasa del virus, lo que inhibe su ciclo replicativo y limita
su propagacion. Sin embargo, también se ha observado que la efectividad de estos
medicamentos antivirales, como la amantadina y el oseltamivir, se ha visto
comprometida debido a la variabilidad del virus. De hecho, las nuevas cepas del
virus de la influenza son practicamente resistentes a la amantadina. Por lo tanto, es
urgente el desarrollo de nuevos antivirales mas efectivos.

Ademas, el estudio de los mecanismos celulares durante la infeccion por el
virus de la influenza es fundamental para comprender las interacciones entre el virus
y las respuestas celulares, como la apoptosis y la respuesta antiviral. Un modelo de
infeccion in vitro con el virus de la influenza proporciona informacién valiosa sobre
estas interacciones y puede ayudar a identificar posibles objetivos terapéuticos para
combatir el virus.

En este estudio, se busca comprender el papel de la proteina Smad 7 en la
sefalizacion relacionada con el TGF-B y la apoptosis durante la infeccion in vitro
con el virus de la influenza H1N1. Para lograrlo, se utilizara la técnica CRISPR-Cas9
para silenciar la expresion de Smad 7 en células A549, que son un modelo
comunmente utilizado en estudios de infeccion por el virus de la influenza. Al
silenciar Smad 7, se podra evaluar su impacto en las vias de sefializacién del TGF-
B y la apoptosis, asi como en la capacidad infectiva del virus. Esto podria arrojar luz

sobre como el virus interactlia con estas vias de senalizacion.
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HIPOTESIS

Mediante el empleo de la técnica CRISPR-Cas9, la transfeccion en las células A549
con el vector PX458, que contiene una sgRNA especifica para la secuencia del gen
de Smad7, resultara en la inhibicion de su expresion, en comparacion con las células

transfectadas con un vector vacio o las células no transfectadas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Bloquear la expresion de Smad7 mediante la técnica CRISPR-Cas9 en
células A549.

Objetivo Especificos

1. Disenfar y sintetizar los RNA guias especificos para Smad7.

2. Clonar los RNA guias en el vector PX458 y confirmar su incorporacion.

3. Evaluar la eficiencia del proceso de transfeccidon de los RNA guias
mediante la técnica de citometria de flujo.

4. Determinar el grado de inhibicion de Smad7 en células A549 mediante la

técnica de western blot
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular utilizada fue A549 que deriva de carcinoma alveolar epitelial
y fue obtenida del American Type Culture Collection (CCL-185). Las células se
mantuvieron en medio de cultivo Dubelcco’s Modified Eagle’s F-12 (DMEM F-12),
complementado con 1% de glutamina, 10% de suero fetal (SFB, Invitrogen) y 1%
de antibidtico (Antibiético-antimicético, Invitrogen). La linea se mantuvo en cultivo
en una incubadora CO2 Water-Jacketed Incubator, Re TM US Autflow, NUAIRE a
37°C y 5% de COq2. Se determind el nimero y la viabilidad celular mediante la
técnica de exclusion de azul tripano. Los pases de continuidad se llevaron a cabo
utilizando la solucion TrypLE Express (GIBCO 12604), afiadiéndola directamente a
la caja de cultivo y manteniéndola durante 5 minutos a 37°C y 5% de CO2. Una vez
despegadas las células, se afiadieron 7 mL de medio de cultivo suplementado y las
células se centrifugaron a 1500 rpm y se contabilizaron para los ensayos
correspondientes o se diluyeron para su crecimiento y uso posterior. Las células
transfectadas con el vector vacio (PX458 @) y el vector PX458 que contenia la
SgRNA3 (PX458-sgRNA3) se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo

mencionadas anteriormente.

Disefo y sintesis de sgRNA

Para el disefio de sgRNA (single guide RNA), se utilizé el software “Custom
Alt-R® CRISPR-Cas9 guide RNA” Integrated DNA Technologies IDT
(https://www.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM). Se obtuvo

la secuencia codificante de los exones de Smad 7 en ensembl

(http://lwww.ensembl.org/). Para su analisis, se introdujeron los primeros 1000 pb de
cada uno de los tres exones de Smad 7 (Ver Anexos) y se eligieron las secuencias

recomendadas por el software, basadas en el menor riesgo de emparejamiento con
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secuencias de otros genes y la mayor probabilidad de complementaridad con el gen
de interés. Las secuencias de sgRNA se mandaron a sintetizar en el departamento
de sintesis del Instituto de Biotecnologia-UNAM. Adicionalmente, en las tres
secuencias de sgRNA se incluy6 los sitios de corte de restriccion de Bbsl en los
extremos 5'y 3'. El disefio de las sgRNA esta basado en el protocolo de Ann Ran'y
colaboradores™.

Clonacién de las sgRNA en el vector PX458

Para la clonacion de cada una de las sgRNA, se utilizé el vector PX458 (Addgene
plasmid # 48138), el cual contiene los elementos necesarios para la expresion del
sistema de CRISPR-Cas9, asi como el gen reportero de proteina verde fluorescente
(EGFP), ver Anexo 2. El vector fue donado por el grupo de investigacion del Dr.
Mario Ernesto Cruz Mufioz de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma
del Estado de Morelos.

Para su clonacion, primero se cortd el vector PX458 con la enzima de restriccion
Bbsl, permitiendo hacer complementarios los extremos de las sgRNA con los
extremos del vector de clonacién. Posteriormente, en un tubo eppendorf se
agregaron 3 pg (4 pL) del vector PX458, 1 uL de FastDigest Bbsl(ER1012,
Thermofisher), 5 uL de FastDigest Green Buffer (10X) (BG5, Thermofisher) y 40 uL
agua miliQ. Finalmente, se incubd a 37°C por 2 horas

Para verificar si la digestion se realizé correctamente, se empled la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Se utilizé 1 pL de buffer de carga (10x), 4
pL de agua y 5 pL del vector digerido para cargar en un carril del gel. En otro carril,
se carg0 1 uL de buffer de carga y 3 pL de marcador de peso molecular para DNA.
También se dispuso de un tercer carril para cargar 2.5 pL del vector PX458 no
digerido, 1 pyL de buffer de cargay 6.5 pL de agua.

A continuacion, se realizd la desfosforilacion del vector PX458 digerido
afiadiendo 5.5 L de buffer y se incubo6 a 37°C durante 30 minutos. Luego se agrego
1 uL de la enzima CIAP (Invitrogen) y se incub6é durante otros 30 minutos.

Finalmente, el vector se purific6 mediante una columna (FAGCK 001-1, Favorgen).
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Cada par de oligos sintetizados para las 3 sgRNAs fue fosforilado en el extremo
5'y alineado con su complementario. En un tubo Eppendorf, se agregaron 1 pL de
enzima T4 PNK (EK0031, Thermofisher), 6 uL de agua miliQ, 1 uL de buffer de
ligacion (10x) (new england) y 1 yL de oligos (100 puM). Luego, se introdujo el tubo

en un termociclador con las condiciones mostradas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de alineamiento y fosforilacion.

T°C Tiempo (min)
37 °C 30 min
95 °C 5 min
90 °C 1 min
85°C 1 min
75 °C 1 min
65 °C 1 min
60 °C 1 min
55°C 1 min
50 °C 1 min
45 °C 1 min
35°C 1 min
30 °C 1 min
25°C 1 min
4°C 1 min

Posteriormente, cada uno de los tres sgRNAs se ligé con el vector PX458. En
un tubo Eppendorf, se agregaron 1 pL de buffer de ligacion T4 (10X) de New
England BioLabs, 1 pL del duplex (diluido 2:400), 1 yL de T4 ligasa de New England
de BiolLabs, 2 pyL de vector previamente digerido y defosforilado y 6 pL de agua
MilliQ. La reaccion de ligacion se llevé a cabo a una temperatura de 16°C,
incubandose durante 12 horas. Después del tiempo de incubacion, se procedio a
tratar la reaccion de ligacion con plasmid-safe exonucleasa de Lucigen/Epicentre.
Esto implicé tomar 11 pL de la reaccién de ligacion, a los que se agregaron 1.5 pL

de buffer de plasmid-safe (10x, Lucigen/Epicentre), 1 puL de solucién ATP (25 uM),
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1 pL de agua MilliQ y 0.5 puL de DNAasa plasmid safe, y se dejo a una temperatura
de 37°C durante 30 minutos.

Tras esta reaccion, se realizaron las transformaciones utilizando células
electrocompetentes de E. coli MC4100 para clonar cada una de las sgRNA. Las
bacterias se cultivaron en medio LB solido con ampicilina (1 uL de ampicilina por
cada 1 mL de medio) y se incubaron durante 3 horas a 37°C. Finalmente, las placas
se dejaron en incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente.

Las células de E. coli electrocompetentes MC4100 fueron proporcionadas por el
grupo de investigacion del Dr. Mario Ernesto Cruz Mufioz de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (UAEM). Estas células fueron
cultivadas en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) sdlido o liquido, dependiendo del

ensayo a realizar.

Transformacion bacteriana

La transformacion bacteriana se realizO mediante choque térmico, el cual
consistio en incubar durante 15 minutos en hielo células E. coli electrocompetentes
MC4100 con el producto de ligacion. Luego de este tiempo, se afiadieron 100 pL de
bacterias competentes y 10 pL del producto de ligacién en un tubo tipo Falcon de
15 mL y se incubé por 45 minutos en hielo, seguido por 2 minutos a 42°C. Luego,
se transfirieron las bacterias a un tubo de tipo Sarstedt de 15 mL que contenia 1 mL
de medio de cultivo LB sin antibidtico, y se cultivaron en agitacion a 37°C y 150 rpm
durante 60 minutos. Después de la incubacién, se plaguearon 700 pL de la solucion
en placas Petri con medio LB sélido y antibiético, y se incubaron durante 3 horas a
37°C. Finalmente, las placas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se seleccionaron las colonias aisladas que contenian las
sgRNAs clonadas, mediante la resistencia a ampicilina, y se inocul6 cada una de
ellas en 2 mL de medio de cultivo LB liquido con antibidtico durante 12 horas para
posteriormente purificar el plasmido PX458 utilizando el kit Plasmid DNA Extraction
Miniprep Kit de Bio Basic Inc (Thermofisher). Luego, se caracterizaron las colonias
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positivas por medio del perfil de digestion para las enzimas Bbsl y Xbal. Finalmente,
se enviaron las colonias positivas a la unidad de secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia-UNAM para verificar que la secuencia clonada en el vector
correspondia a la sgRNA deseada.

El proceso de seleccién de colonias, purificacion de plasmidos y caracterizacion
por enzimas de restriccion fue realizado de manera independiente para cada una

de las sgRNAs que se ligaron al vector.

Perfil de digestidn

El perfil de digestion se realiz6 agregando 5 pL de DNA plasmidico extraido del
miniprep a una mezcla que contenia 11.5 yL de agua MilliQ, 2 uL de buffer Tango
(B45, Thermofisher), 1 puL de la enzima Bbsl y 0.5 pL de la enzima de restriccion
Xbal (ER0681, Thermofisher). La mezcla se incubd durante 2 horas a 37°C en un
bafio seco. Luego, se procedio a analizar la digestion de los plasmidos en un gel de

agarosa al 1.7%.

Banco Celular

Una vez confirmadas las secuencias de cada uno de los vectores que contenian
las sgRNA mediante secuenciacion, se establecié un banco celular para cada una
de ellas. Las células de E. coli transformadas con los vectores PX458 que contenian
las sgRNA, y que eran resistentes a la ampicilina, se cultivaron en placas Petri con
2 mL de medio LB liquido y antibiotico, y se incubaron con agitacion durante 12
horas a 37°C a 150 rpm. Luego, se tomaron 60 pL del in6culo y se cultivaron en 12
mL de medio de cultivo LB liquido con antibiéticos durante toda la noche a 37°C a
150 rpm, durante 12 horas. Al dia siguiente, se tomaron 500 pL del cultivo y se
mezclaron con 500 pL de glicerol al 50% para ser almacenados en crioviales de 2
mL a -80°C.
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Extraccion de DNA plasmidico

Para la extraccion del vector PX458 con cada una de las sgRNA clonadas se
utilizé el kit midiprep (GeneJET Plasmid midiprep kit, Thermofisher), para esto se
tomd una azada de los bancos celulares y se incubé en 2 mL de medio de cultivo
LB durante 12 horas a 37°C. Después de este tiempo, se tomaron 75 pL del cultivo
para ser transferidos a un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL de medio de
cultivo LB, y se incubaonr durante 16 horas a 37°C en agitacion. Una vez finalizado
el tiempo de incubacién, se centrifugo el cultivo a 5000 x g durante 10 minutos y se
eliminé el sobrenadante. El pellet se resuspendié mediante vortex en 2 mL de
solucién de resuspension, y luego se afiadieron 2 mL de solucién de lisis y se
mezclaron mediante inversion. A continuacion, se afiadieron 2 mL de solucion de
neutralizacion, se mezclaron mediante inversion y se agregaron 0.5 mL de agente
de unibn de endotoxina (Endotoxin Binding Reagent), mezclandose
inmediatamente, y se dejé incubar durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se
afiadieron 3 mL de etanol al 96% y se centrifugd a 4000 rpm durante 40 minutos. El
sobrenadante se transfirid a un tubo de tipo Falcon de 15 mL, al cual se le afiadieron
3 mL de etanol al 96%, y se mezclé mediante inversion. La mezcla se transfirié a
una columna preensamblada dentro de otro tubo de tipo Falcon de 15 mL, y se
centrifug6é a 2000 x g durante 3 minutos, eliminando el sobrenadante. La columna
preensamblada se lavé con Wash Solution | y Wash Solution Il (4 mL cada una por
separado), y se centrifugd a 3000 x g durante 2 minutos cada lavado (se lavd dos
veces con Wash Solution Il), eliminando el sobrenadante entre cada lavado.
Después de los lavados, se centrifugé la columna una vez a 3000 x g durante 5
minutos para desechar los residuos de las soluciones de lavado. Finalmente, se
afadieron 350 pL de solucion de dilucion a la columna, se incubd durante 2 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugd a 3000 x g durante 5 minutos para diluir el

DNA plasmidico.
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Ensayos de transfeccion

Para el proceso de transfeccion, en primer lugar, se midié la eficiencia de la
transfeccion utilizando un vector que también contenia la expresion de EGFP y cuyo
proceso de transfeccion ya habia sido estandarizado previamente, el cual se utilizé
como control positivo, este vector fue el pEGFP-N1, proporcionado por la Dra.
Yvonne Rosenstein del IBT-UNAM. Para cada vector con cada una de las sgRNA,
se emplearon tres cantidades distintas de DNA plasmidico (2.5, 5.0 y 10 ug),
mientras que para el vector de control positivo se usé 9.9 ug de DNA plasmidico.
Como control negativo, se utilizaron células A549 que no fueron transfectadas con
ningun vector. La cuantificacion del DNA plasmidico se midi6 en el equipo de
nanodrop (Denovix DS-11fx). Una vez realizada la comparacion con el control
positivo, solo se tomo una cantidad de 10 pg para el vector que contenia la sgRNA
3 (PX458-sgRNA3) y el vector vacio (PX458 @).

Veinte y cuatro horas antes de la transfeccion, se sembraron 500,000 células
A549 en cada uno de los 6 pocillos de una placa, donde se evaluarian cada una de
las diferentes cantidades de DNA plasmidico. Pasadas 24 horas, se retir6 el medio
de cultivo y se agregaron 2 ml de medio de cultivo libre de suero fetal bovino. La
transfeccion se llevd a cabo utilizando lipofectamina 3000 (2429245, Invitrogen).

Para ello, se afiadieron las siguientes cantidades en dos tubos Eppendorf, Ay B:

Tubo A

Reactivo Cantidad

Optimem (31985-062, gibco) | 250 uL

Lipofectamina 3000 10 pL

*Se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente

Tubo B

Reactivo Cantidad

Optimem 250 pL

DNA plasmidico 2.5,5.0y 10 ug

*Se Incubd por 5 minutos a temperatura ambiente
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Posteriormente, se mezclaron los tubos A y B y se dejaron reposar por 20

minutos; después se agregaron 500 pL de la mezcla a las células y se dejaron

incubar por 3 horas. Transcurridas las 3 horas, se complet6 hasta 4 ml de medio de

cultivo DMEM F-12 al 20% de suero fetal bovino sin antibiotico, y se dejaron durante

36 0 48 horas.

Por otra parte, La transfeccion del vector pEGFP-N1 con lipofectamina se

realizd en placas de 24 pozos, en donde 24 horas antes de la transfeccion se

pusieron 200,000 células A549 en un pozo. Transcurrido las 24 horas, se removi6

el medio de cultivo, y se lavo dos veces con 1 mL de PBS estéril y se coloc6 200 pL

de Optimem y se prepar6 dos tubos Eppendorf, Ay B:

Tubo A
Reactivo Cantidad
Optimem 40 pL
Lipofectamina 3000 | 10 pL
Tubo B
Reactivo Cantidad
Optimen 17 pL
DNA pEGFP-N1, 9.9 ug

Los tubos Ay B se mezclaron y se dejaron reposar durante 20 minutos antes

de agregar 100 L de la mezcla a las células. Luego, se incubaron durante 6 horas.

Transcurrido ese tiempo, se agregé 1 mL de medio de cultivo DMEM F-12

suplementado con un 20% de suero fetal bovino sin antibidtico, y se incub6 por 24

horas.
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Evaluacion de la transfeccién por citometria de flujo

Posterior al ensayo de transfeccion, se evalud la eficiencia de transfeccion
mediante la fluorescencia de la proteina EGFP. Una vez concluido el proceso, las
células se despegaron del pozo con TrypLE Express y se contaron mediante la
técnica de azul de tripano. A continuacion, se reservaron 200,000 células A549
transfectadas y 500,000 células A549 no transfectadas, las cuales se almacenaron
en 1 mL de paraformaldehido al 1% a 4°C hasta su analisis en el citometro BD
FACSCanto Il. El dia de la adquisicion por citometria, se centrifugaron las muestras
a 1500 rpm y se decanté el sobrenadante, se resuspendieron en 300 pl de PBS y
se trasvasaron a tubos de citometria para ser pasadas a través del citbmetro de
flujo.

Después de este ensayo, se llevo a cabo el proceso de transfeccion
nuevamente con la PX458-sgRNA3 y el PX458 @ para continuar con el
silenciamiento de Smad 7. Con el objetivo de enriquecer el cultivo de células
transfectadas, se procedio a realizar el sorting mediante el citdmetro BD FACSCanto
Il. El dia del sorting se contaron 1.5 x 10° células. Luego, se filtraron (SPL Cell
Strainer 93070) y se sometieron al proceso de sorting mediante citometria de flujo.
Las células restantes se cultivaron para su expansion y generacion de banco celular
guardandose en medio de cultivo con 10% de SFB, 1% de antibiotico y 2% de
DMSO. La evaluacién en el citbmetro se realiz6 con el apoyo de la M.C. Erika
Melchy Pérez (IBT-UNAM).

Evaluacion del silenciamiento selectivo de Smad7 en células A549

Para evaluar el bloqueo selectivo de la expresion de la proteina Smad 7 en
las células A549, se cultivaron células A549 no transfectadas (A549 N), células
transfectadas con la PX458-sgRNA3 (A549 sgRNA 3) y con el PX458 @ (A549 @)
tomadas de los bancos celulares y se crecieron para su expansion. Luego, se
contaron 500,000 células para cada condicion de células (A549 N, A549 @, A549

SgRNA 3) y se dejaron crecer hasta alcanzar una confluencia superior al 90%.
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Luego, cada uno de estos cultivos se lisaron con buffer de lisis RIPA (25 mM
Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato de sodio,
1% IgePal, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 8.0), complementado con los inhibidores
de proteasas Mini-complete e inhibidores de fosfatasas Phospho-stop (Roche). Los
sobrenadantes se centrifugaron a 10,000 rpm y se almacenaron a 4°C hasta su uso
para el andlisis de inmunodeteccion por Western blot.

Se cuantifico la cantidad de proteina de los lisados mediante el ensayo de
Bradford, utilizando una microplaca de 24 pozos (microplaca para EIA/RIA Corning
CLS3591). Para ello, se prepar6 una curva estandar de Albumina Sérica Bovina
(BSA, Sigma) con las cantidades 0, 0.5, 1, 2, 4, 10 pg en un volumen final de 8 pL.
Ademas, en pozos diferentes se afiadieron 4 pL de cada lisado correspondiente a
los diferentes tratamientos de células. Posteriormente, se afiadieron 240 pL de la
solucion de Bradford e incubaron durante 5 minutos. Luego, se determiné la
absorbancia en un lector de placas EPOCH (Bio Tek) a 595 nm. La curva estandar
y la determinacién de la cantidad de proteina de la muestra se realizaron por
duplicado, y se determind la regresién lineal utilizando el método de los minimos
cuadrados para obtener la ecuacion de la recta y calcular por interpolacion la
cantidad de proteina presente en los lisados. La regresion lineal e interpolacion se
llevaron a cabo mediante el software GraphPad Prism v.9.0.

Después de la cuantificacion de proteinas por ensayos de Bradford. se utilizé
una concentracion de 15 ug de proteina de los lisados de los diferentes tratamientos
de células para determinar la presencia de la proteina Smad 7 mediante su
inmunodeteccion por la técnica de western blot.

Las cantidades de proteina de los diferentes tratamientos fueron analizadas
por SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 12% de 1.5 mm de grosor, empleando
una camara miniProtean 3 Cell (Bio-Rad). Cada una de las muestras, con 15 ug de
proteina de cada uno de los tratamientos, fue desnaturalizada en buffer de carga 4x
y calentada por 5 minutos a 95°C en un bafio seco (BRNAstead/Termolyne).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante

aproximadamente 10 segundos en una centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet). Las
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muestras se corrieron en los geles de poliacrilamida a 40 mA constante mediante
una fuente de poder Enduro Power Supplies (Labnet).

Después de correr los geles de poliacrilamida, las proteinas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (Bio Rad) utilizando una camara Mini
Trans-blot (Bio Rad) durante una hora a 100 V constante y 500 mA, con una fuente
de poder Enduro power supplies (Labnet). Posteriormente, se bloque6 la membrana
con una solucion de 1.5% de BSA en PBS Tween 20 al 0.1% durante toda la noche,
con agitacion constante en un cuarto frio.

Al dia siguiente, se lavo la membrana dos veces con PBS Tween 20 al 0.1%,
durante 5 minutos cada lavado. Posteriormente, se incubd con los anticuerpos
primarios anti-SMAD-7 (mouse IgG sc-365846, Santa Cruz Biotech, diluido 1:2000)
y B-actina (mouse igG sc-47778, Santa Cruz Biotech, diluido 1:1000) en solucién de
PBS Tween-20 al 0.05% con BSA al 1.5%, durante dos horas. Luego de la
incubacion con los anticuerpos primarios, se realiz6 dos lavados con PBS Tween
20 al 0.05% durante 5 minutos cada lavado. A continuacion, se incubo la membrana
con el anticuerpo secundario correspondiente Anti-raton (JACKSON, diluido 1:4000)
acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) durante una hora. Finalmente, se realizaron
dos lavados con PBS Tween 20, y se incubd la membrana por un minuto con el
reactivo Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer) y se
registrd la imagen de quimioluminiscencia en una camara ChemiDoc XRS (Bio Rad).
Dado que el peso molecular de la proteina Smad 7 y la banda de B-actina no
coinciden, se cortd la membrana de nitrocelulosa en secciones. La seccion de
proteinas menores a 41 kDa se incub6 con el anticuerpo primario anti B-actina,
mientras que la seccidén por encima de 41 kDa se incubd con el anticuerpo primario

anti Smad 7.

Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva e inferencial para analizar la comparacion de
los diferentes grupos examinados. Para evaluar la eficiencia de la transfeccion, que

implicaba medir la cuantificacién de la fluorescencia de la EGFP, se aplicé un
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analisis de ANOVA de disefio experimental de bloques al azar (DBCA). En este
andlisis, se controlaron las diferentes cantidades de DNA plasmidico en tres niveles
distintos (bloques) para evaluar de manera mas precisa el efecto de las diferentes
SgRNAsS.

En lo que respecta a la evaluacion del nivel de expresion de la proteina
Smad7, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un analisis post hoc de
Dunn. Se llevaron a cabo tres ensayos de Western blot independientes, en los
cuales se analizaron por densitometria las bandas de inmunodeteccion de Smad7
de los diferentes tratamientos. Para el analisis densitométrico, se utilizé el software
Image Lab v.6.1.0.07 de Bio-Rad Laboratories.

Se consideré como diferencia significativa cuando el valor de p resulté menor
al 0.05%. Se emplearon diversas herramientas de software para llevar a cabo el
andlisis estadistico y la creacion de graficos. El programa Minitab v.21.3 se utilizé
para el analisis de varianza de bloques completamente aleatorizados (DBCA). Por
otro lado, se utilizo el programa GraphPad Prism v.9.0 para el analisis de la prueba

de Kruskal-Wallis y el andlisis post hoc de Dunn.
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RESULTADOS

Guias para silenciamiento

En este estudio, se disefiaron tres guias de RNA dirigidas a Smad 7 utilizando
el software "Custom Alt-R® CRISPR-Cas9 guide RNA" de Integrated DNA
Technologies (IDT). Para ello, se buscé la secuencia de los exones de Smad 7 en
la base de datos Ensembl (ENSG00000101665) y se seleccionaron tres de los mas
largos, los cuales fueron exén 1 (1000 bp), exén 2 (327 bp) y exdn 3 (1000 bp) (ver
Anexo 1). Las secuencias se introdujeron en el software de IDT y se obtuvieron las
sgRNA correspondientes, seleccionando las que presentaban el menor riesgo de
emparejamiento con otras secuencias de otros genes y el mejor puntaje de
posibilidad de emparejamiento con el gen de interés, como se menciond en la
seccién de materiales y métodos. Se seleccion6 una sgRNA para cada exén, a las
cuales se les denominé sgRNA 1, 2 y 3, de acuerdo con el exdn correspondiente.
En la Tabla 3 se muestra la secuencia PAM para cada una de las sgRNA que debe
reconocer y los puntajes de emparejamiento tanto para el gen de Smad7 en esa
secuencia nucleotidica del exén, asi como el puntaje de menor riesgo de
emparejamiento con otras secuencias de otros genes. La sgRNA del exén 3
presentdé un 90% de probabilidad de no pegarse a secuencias de otros genes,
mientras que la sgRNA del ex6n 2 tuvo la mayor probabilidad de hibridarze con
Smad7.

Tabla 3. sgRNA disefiadas para dirigirse a los exones de Smad 7. Datos proporcionados por el

Exon posicion Cadena Secuencia sgRNA PAM On-target  Off-Target
Score Score
1 813 - TCTGAAGGCGCTCACGCACT CGG 50 86
2 179 - GCGTGCTTAAAGATGGATCT TGG 57 78
3 25 - GGATCGGTCACACTGGTGCG TGG 53 90

software de IDT.
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Cabe destacar que el software ofrecié mas sugerencias de sgRNA (datos no
mostrados) para cada una de las secuencias de los exones, sin embargo, se decidié
s6lo mandar a sintetizar las tres sgRNA que recomendaba el programa, como
primers, junto con su secuencia complementaria de cada una de las sgRNA. Para
ello (como se puede visualizar en la Tabla 4), a cada una de las sgRNA, se le afiadio
una guanina (letra en color verde, G) en la posicion 5', esto se debe a que la RNA

polimerasa Il prefiere una guanina como base inicial al inicio de su transcripcion.

SgRNA Secuencias sintetizadas
1 5" CACCGTCTGAAGGCGCTCACGCACT 3’
5" AAACAGTGCGTGAGCGCCTTCAGAC 3’
2 5" CACCGGCGTGCTTAAAGATGGATCT 3’
5" AAACAGATCCATCTTTAAGCACGCC 3’
3 5" CACCGGGATCGGTCACACTGGTGCG 3’
5 AAACCGCACCAGTGTGACCGATCCC 3’

Tabla 4. Secuencias de sgRNA. Las letras marcadas en rojo corresponden a las secuencias
de sgRNA, las letras marcadas en morado corresponden al flanqueo de los sitios de corte de
Bbsl, y finalmente, la letra en color verde representa la adicion de una guanina. Esto se debe
a que la RNA polimerasa Il prefiere una guanina como base inicial de su transcripto.

También se afadio la secuencia de emparejamiento del flanqueo que realizé
el corte de la enzima Bbsl (letras en morado, CACC; A A A C) en el vector PX458
rio arriba de la secuencia de la sgRNA. Esto se hizo con el fin de que pudieran
emparejarse correctamente dentro del vector y ligarse de manera adecuada, como
se muestra en la simulacion realizada en el software SnapGene v.6.0. (Figura 16)

Una vez sintetizados los oligos, se procedi6 a insertarlos en el vector PX458
correspondiente a cada sgRNA. Posteriormente, se realizé la transformacion de los
vectores con las sgRNAs en E. coli MC4100 para su clonacion. Las colonias
resultantes que mostraron resistencia a la ampicilina fueron seleccionadas y

cultivadas para su posterior andlisis.
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== EEtgtgg atcreme CAG...TGACAAA ...tttGTGGCAG. .. TGACAAAatc. ..

Figura 16. Simulacion del emparejamiento de la sgRNA con el vector en SnapGen. El
vector es cortado por Bbsl, dejando un corte cohesivo, y la sgRNA, junto con su cadena
complementaria que contiene el flanqueo de los sitios de corte, puede emparejarse
correctamente dentro del vector.

Se confirmé la correcta insercidn de las sgRNAs en el vector PX458 mediante
un perfil de digestién utilizando las enzimas Bbsl y Xbal. Los vectores vacios fueron
cortados por ambas enzimas, generando tres fragmentos de DNA plasmidico con
tamafios de 9046 pb, 161 pb y 22 pb, mientras que los vectores que contenian las
sgRNAs no fueron reconocidos por Bbsl y solo fueron cortados por Xbal,
produciendo un fragmento de 9291 pb. Esto se debe a que una vez que el vector
PX458 es cortado con la enzima Bbsl, pierde los sitios de reconocimiento de la
enzimay, por esta razon, cuando se liga el vector PX458 con la sgRNA no hay sitio
de corte para la enzima (Ver Figura 17). La visualizacion de los fragmentos
generados y la simulacion del gel se llevaron a cabo mediante el programa
SnapGene v.6.0 (Ver Anexos 2). Los vectores digeridos se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.7%, pero debido a su pequefio tamaiio, el
fragmento de 22 pares de bases no fue visible.

El perfil de digestion con Bbsl y Xbal (Figura 18) muestra que el PX458 &
presenta dos bandas de fragmentos de DNA, mientras que los vectores que
contienen las sgRNA 1, 2 y 3 muestran un solo fragmento (carril 3 de la Figura 18A
y carriles 3y 4 de la Figura 18B), lo que es consistente con la simulacion realizada
en el programa SnapGene. Estos resultados son consistentes con la simulacion
realizada en el programa SnapGene, lo que sugiere que el proceso de ligacion de

las sgRNA con el vector PX458 se realizo correctamente.
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/ Xbal (428)

Xbal (431)
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vector clonado con rna guias exon 1
9291 bp

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
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Figura 17. Vector PX458. (A) Vector PX458 vacio que contiene la expresion del sistema de CRISPR/Cas9, ademas de tener contar la
expresion a resistencia ampicilina y la expresion de la EGFP como gen reportero. Se muestra el corte donde la enzima de restriccion
Bbsl y Xbal. (B) vector PX458 donde una vez cortado e insertado la secuencia de la sgRNA se pierde la se secuencia de reconocimiento
de Bbsl. La simulacion del corte de las enzimas se realizd en el programa SnapGene v.6.0.
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Figura 18. Perfil de digestion del vector PX458: (A) muestra el perfil de digestién de la sgRNA 1,
en el que se observan tres carriles: 1) peso molecular, 2) PX458 @ sin digerir y 3) sgRNA 1. (B) Muestra
el perfil de digestion de las sgRNA 2 y 3, en el que se observan cuatro carriles: 1) peso molecular, 2)
PX458 @ digerido, 3) sgRNA 2 y 4) PX458-sgRNA3.

Una vez realizado el perfil de digestion con las enzimas de restriccion, se
procedié a secuenciar los vectores para confirmar que cada una contenian las
sgRNA, asi como su orientacion de insercion era la correcta (IBT-UNAM). Se realizd
el alineamiento de las secuencias teoricas y las obtenidas en los ensayos de
secuenciacion de la unidad de sintesis del IBT-UNAM utilizando el software
SnapGene V.6 (ver Figura 19). El alineamiento mostr6 que los vectores clonados
con cada una de las sgRNA, de manera independiente, contenian la secuencia
correcta de cada una de las sgRNA y confirmé su orientacion, integridad y exactitud,
lo que permiti6 avanzar con la transfeccion de células para llevar a cabo el

apagamiento de Smad7.



TCTGAAGGCGCTCACGCACT GGATCGGTCACACTGGTGCG

TCTGAAGGCGCTCACGCACT GGATCGETCACACTEGTGCG

acgaaaCACCGGCGTGCTTAAAGATGGATCTgtt
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tgctttGTGGCCGCACGAATTTCTACCTAGACaa

== =

acgaaaCACCGGCGTGCTTAAAGATGGATCTgt t

ACGAAACACCGGCGTGCTTAAAGATGGATCTGTT

Figura 19. Secuenciacion de sgRNAs. Se alined la secuencia obtenida de la secuenciacién
proporcionada por el IBT-UNAM con las secuencias tedricas de las sgRNAs disefiadas. (A) sgRNA 1.
(B) sgRNA 2. (C) sgRNA 3. Los resultados del alineamiento indican que las secuencias de las sgRNAs
clonadas en los vectores PX458 son correctas y estan en la orientacién adecuada.

Ensayos de transfeccion de las sgRNA

Una vez confirmada la insercion de las sgRNA en el vector PX458, se crearon
bancos celulares de E. coli que contenian cada una de ellas y se almacenaron a -
70°C. De estos bancos, se descongelaron células que se cultivaron para
posteriormente obtener su DNA plasmidico. Este DNA fue cuantificado para
utilizarlo en los ensayos de transfeccion. Se iniciaron los ensayos de transfeccion
con lipofectamina utilizando el vector PX458 que contenia cada una de las sgRNA.
Se realizaron tres ensayos con diferentes cantidades de DNA plasmidico para cada
una de la sgRNA (2.5 ug, 5.0 pug y 10 pg) en células A549 cultivadas en una placa
de 6 pocillos. En este primer ensayo, se dejaron crecer 500,000 células un dia antes

de la transfeccion y, después de la transfeccion, se incubaron durante 48 horas.
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Luego, las células fueron desprendidas y se resuspendieron en 1 mL de medio,
tomando 10 pL de cada uno de los tratamientos. Esto se hizo con la intencion de
cuantificar la eficiencia de la transfeccion mediante microscopia de fluorescencia,
ya que hay que recordar que el vector PX458 codifica para la proteina GFP (ver
Figura 17). La imagen obtenida (Figura 20) de la transfeccion del vector PX458-
sgRNAL nos permitié confirmar la presencia de células GFP positivas en el primer
ensayo de transfeccion, lo que indicaba que el vector habia sido introducido en las

células y que la expresion del vector se llevaba a cabo.

Figura 20. Foto representativa de la transfeccion.
Imagen representativa de los 9 ensayos realizados,
donde la transfeccion del vector PX458-sgRNA1 en
células A549, utilizando 10 pg de DNA plasmidico, ha

sido exitosa.

Para cuantificar de manera precisa la transfeccion, se realiz6 ensayos
similares pero evaluando mediante citometria de flujo. Para esto, se llevé a cabo un
ensayo completo con las tres guias y tres diferentes cantidades de DNA plasmidico
(2.5 nug, 5.0 ug y 10 pg), lo que permitié una comparacion de la eficiencia relativa de
transfeccion de las tres guias. Para estos ensayos se utilizé peEGFP-N1 como
control positivo y células A549 no transfectadas como control negativo. La eficiencia
de la transfeccion se evaluo a traves de la fluorescencia de la proteina EGFP en el

citometro de flujo.
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El analisis a través del citometro de flujo y la generacion de gréaficos para
cada muestra se realizé mediante el programa Flowjo v.10.8.1. Como se puede
observar en la Figura 21, el control negativo no presentd células EGFP* mientras
gue el control positivo, que es el vector pEGFP-N1 que también expresa GFP,
alcanzo un porcentaje cercano al 50% de células positivas para EGFP. Por su parte,
cada sgRNA presenté porcentajes variables de eficiencia que oscilaron entre el
13,5% y el 34,6%. La PX458-sgRNA1 (con porcentajes entre el 13,8% y el 16,8%)
y PX458-sgRNA3 (con porcentajes entre el 29,6% y el 34,6%) presentaron menor
variabilidad en comparacién con la PX458-sgRNA2 (13.9 y 28.7%), donde se
observé que a medida que aumentaba la cantidad de DNA plasmidico, aumenté la
eficiencia (Tabla 5).

Tabla 5. Eficiencia de la transfeccion

Vector CanItDiﬂlaAd e Eficiencia
Control Negativo 9.9 ug 0.67%
pEGFP-N1 9.9 ug 49.60%
PX458-sgRNA1 2.50 ug 13.80%
5.00 ug 13.50%
10.00 ug 16.80%
PX458-sgRNA2 2.50 ug 13.90%
5.00 pg 20.40%
10.00 ug 28.70%
PX458-sgRNA3 2.50 ug 34.60%
5.00 ug 33.10%
10.00 ug 29.60%
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Figura 21. Analisis de transfeccion por citometria. Se realizé el anélisis de cada una de las guias
con las diferentes cantidades de DNA en el programa Flowjo v. 10.8.1.



Se ha presentado evidencia de que la cantidad de DNA de vectores CRISPR-
Cas con sgRNA influye en el éxito de la edicidbn genética especifica y en la
minimizacién de posibles cambios no deseados en otros genes (off-targets) °. Dado
gue no se contaba con un ensayo de nucleasa Surveyor ni la capacidad de
secuenciar todo el genoma celular para identificar todas las modificaciones posibles,
se opto por determinar si las propias sgRNAs o la cantidad de DNA influyen en la
variabilidad de la eficiencia de transfeccion. Esto se realizo mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de disefio experimental de bloques al azar (DBCA) utilizando los
datos obtenidos de la eficiencia de transfeccion de las tres guias con las tres
cantidades diferentes de DNA, tal como se muestra en la Tabla 5. Dado que se
controlo la cantidad de DNA en tres niveles diferentes, se utilizaron bloques para
evaluar con mayor precision el efecto de las diferentes sgRNAs en la eficiencia de
la transfeccion. El analisis DBCA se llevé a cabo utilizando el software Minitab
v.21.3.

En la Tabla 6 se observa que las diferentes sgRNAs tienen un impacto
significativo en la eficiencia de la transfeccion, como se confirma por el valor de p
inferior a 0.05 (0.03). Por otro lado, las diferentes cantidades de DNA no tienen un
impacto significativo en la eficiencia de la transfeccion, ya que el valor de p fue
mayor a 0.05 (062). Segun el analisis generado, el uso de las sgRNAs contribuyé
en un 78.87% a la variabilidad del proceso de transfeccion. Esto podria significar
gue cada sgRNA presenta una variabilidad significativa en la eficiencia de la
transfeccion y podria estar modificando off-targets cruciales en la célula, lo que a su
vez afectaria la supervivencia celular. Esto es podria estar respaldado por la
observacion de un alto nimero de células muertas después de 48 horas post-
transfeccion. Cabe sefialar que otros factores, como la cantidad de vectores PX458
gue se logra transfectar en cada caso o la posibilidad de superenrollamiento del
plasmido, podrian estar involucrados en esta variabilidad. Sin embargo, este andlisis
es sblo una sugerencia de las posibles causas y no concluye sobre los factores

precisos involucrados en el proceso de transfeccion.



Tabla 6. Analisis de varianza por DBCA.

Fuente GL 5CSec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Guia 2 484.88 484.88 242.44 9.51
Cantidad 2 27.95 4.55% 27.95 13.97 0.55 Q.616

Error 4 101.94 16.58% 101.94 2548

Total g 61477 100.00%

Para determinar cual sgRNA estaba generando la variabilidad en la eficiencia
de transfeccion, se realiz6 un andlisis post hoc utilizando el método de Tukey
después del andlisis de varianza de DBCA. Los resultados indicaron que la PX458-
sgRNA3 mostro una diferencia significativa con la sgRNA 1 (Tabla 7), mientras que

la sgRNA 2 no presentd diferencias significativas con respecto a la sgRNA 1y 3.

Tabla 7. Comparaciones por parejas de Tukey. El software Minitab agrupa los tratamientos o
grupos que son similares y los identifica con la misma letra. En este caso, la PX458-sgRNA3 no
presenté diferencias significativas con la sgRNA 2, por lo que fueron agrupadas con la letra "A". Por
otro lado, la sgRNA 1y 2 no presentaron diferencias significativas, por lo que fueron agrupadas con
la letra "B". Finalmente, la sgRNA 1y 3 presentaron diferencias significativas, por lo que no tienen una
letra de agrupacion y se considera que hay una diferencia significativa entre ellas.

sgRNA N Media Agrupacion

sgRMA 3 3 324333 A
sgRMNA 2 3 21.0000 A B
sgRNA 1 3 147000 B

Después de analizar estos resultados, se opt6 por utilizar el vector PX458-
SgRNAS3 para llevar a cabo un ensayo de enriquecimiento (sorting) de células
transfectadas. El objetivo del procedimiento de sorting fue enriquecer las células
gue expresaran GFP, lo cual favoreceria la presencia del vector PX458 con la
sgRNA3 vy, por lo tanto, la inhibicién de la expresion de Smad 7. Con este fin, se
realizaron ajustes en las condiciones de transfeccion para ambos vectores, el
PX458 @ y el vector PX458-sgRNA3. Uno de los cambios mas significativos fue la

reduccion del tiempo de transfeccién, que pasdé de 48 horas a 36 horas,
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manteniendo el cultivo sin antibiéticos y con un 20% de SFB bovino. Esto permitié
obtener un mayor porcentaje de células viables, ya que en ensayos previos se
observaron muchas células muertas o con signos de estrés. La Figura 22 muestra
los resultados del ensayo de sorting. En el panel izquierdo se observan las células
no transfectadas, que no presentan células positivas para GFP. En el panel
intermedio, correspondiente al PX458 @, se observé una eficiencia de transfeccion
cercana al 20%. Por otro lado, en el panel derecho se muestra la transfeccion del
vector PX458-sgRNAS3, la cual alcanz6 un porcentaje de células positivas para GFP
del 34.5%.
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Células A549 sin transfectar Células A549 con PX458 @ Células A549 con PX458-sgRNA3

Figura 22. Sorting de células transfectadas. analisis de eficiencia de transfeccion en células A549
con el vector PX458 y el vector PX458 con la sgRNA. En las células no transfectadas, no se observaron
células positivas para GFP, mientras que las células transfectadas con el vector PX458 @ y el PX458-

sgRNA3 presentaron una eficiencia del 20% y 34.5%, respectivamente.

Evaluacion del silenciamiento de Smad 7

Después de realizar el sorting de las células transfectadas, se mantuvieron
en cultivo. Sin embargo, debido a una contaminacion en los cultivos, se perdieron
las células seleccionadas. Como se menciond en la seccion de Materiales y
Métodos, una parte de las células que habian sido transfectadas con la PX458-
SgRNA3 se us6 para el ensayo de sorting, mientras que la porcidén restante se
mantuvo y se expandi0 para generar bancos celulares. De acuerdo con los

resultados del citometro, aproximadamente el 30% de estas células adquirio el
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vector. Debido a la pérdida de las células A549 transfectadas enriquecidas, se opto
por evaluar la cuantificacion de la abundancia relativa de Smad 7 en estas células
de los bancos celulares.

Se cultivaron células A549 no transfectadas (A549 N), células A549
transfectadas con el PX458 @ (A549 @) y células A549 transfectadas con el vector
PX458-sgRNA3 a partir de los bancos celulares. Posteriormente, se procedio a lisar
las células y cuantificar la abundancia relativa de la proteina Smad7 mediante la
técnica de Western blot, utilizando la B-actina como control interno. Se llevaron a
cabo tres ensayos de manera independiente, es decir, se descongelaron dos viales
de las células que no fueron sometidas al sorting y se utilizaron para la
cuantificacion de la abundancia relativa de Smad 7.

En la Figura 23 se muestran imagenes de tres ensayos independientes. En
el ensayo 1 (Figura 23A), se observa una disminucion significativa en la intensidad
de la banda de Smad7 en las células transfectadas con la PX458-sgRNA3 en
comparacioén con las células A549 N y A549 @. A pesar de que la banda de 3-actina
es ligeramente mas intensa en las células A549 N, lo que podria sugerir una mayor
cantidad de la proteina Smad7. Sin embargo, el analisis densitométrico confirmo
una disminucion significativa en los niveles de Smad7 (Figura 24A). El un segundo
ensayo independiente (Figura 23B) se realizé con células que fueron diluidas y
cultivadas después de tomar células del primer ensayo. En este caso, se observo
que la disminucion de Smad 7 fue menos pronunciada en comparacion con el primer
ensayo, donde la intensidad de la banda de Smad 7 fue més notable en las células
transfectadas con el vector PX458-sgRNA3, y el andlisis densitométrico mostré que
los niveles de expresion de Smad7 disminuyeron sélo en un 50% (Figura 24B).

El tercer ensayo (Figura 23C) se llevé a cabo con células tomadas de un vial
nuevo que se dejaron crecer antes de su analisis. En esta instancia, se puede
observar que la presencia relativa de la proteina Smad 7 volvi6 a estar presente en
las células transfectadas con el vector PX458-sgRNA3, mientras que la intensidad
de la banda de Smad 7 se vi6 reducida en comparacion con las células A549 N y
A549 @.
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Figura 23. Analisis de la abundancia relativa de Smad 7 mediante Western blot. Para
evaluar si las células A549 transfectadas con la PX458-sgRNA3 habia un apagamiento para
Smad 7, se llevaron a cabo tres experimentos independientes (A), (B) y (C), midiendo la
abundancia relativa de Smad 7 presente en las diferentes células mediante Western blot.
Posteriormente, se realizaron los analisis densitométricos correspondientes.

El analisis densitométrico confirmo6 nuevamente que de los niveles de Smad7
fueron significativamente menores que en las células A549 N y A549 @ (Figura
24C). La visualizacion de las bandas y el analisis densitométrico se realizaron
utilizando el software Image Lab v6.1, utilizando la B-actina como proteina de

normalizacion para obtener los valores ajustados.
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Figura 24. Analisis densitométrico de los tres ensayos. Se realizé un analisis
densitométrico individualizado para cada ensayo (A, B, y C), comparando las células A549
N, A549 @y las células transfectadas con el vector PX458-sgRNA3.

Finalmente, se realizé un analisis estadistico para determinar si la disminucién
de la banda de Smad7 en las células transfectadas con la PX458-sgRNA3 fue
significativa en los tres ensayos. Para esto, se utilizé el software GraphPad Prism y
se llevo a cabo la prueba de Kruskal-Wallis y el analisis post hoc de Dunn, utilizando
como control las células A549. En base a este analisis y como se muestra en la
Figura 25, la disminucién de la intensidad de la banda de Smad7 en las células
transfectadas con la PX458-sgRNAS fue significativamente menor a la presencia de
la proteina en las células A549 no transfectadas, todo lo cual parece indicar la
reduccion de los niveles de Smad7. Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas al comparar los niveles de Smad7 en las células A549 transfectadas

con el PX458 @ en comparacion con las células A549 no transfectadas. En su
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conjunto, estos resultados parecen sugerir que se logré reducir de manera

significativa la expresion de Smad7 en células A549 mediante la tecnologia

CRISPR-Cas?9.
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Figura 25. Analisis estadistico del efecto de la PX458-sgRNA3 sobre el silenciamiento
de Smad 7. El andlisis estadistico se basa en el promedio de los andlisis densitométricos
de los diferentes tratamientos de células obtenidos en los tres experimentos.
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DISCUSION

Eficiencia de la transfeccion de las sgRNA

A pesar de que el sistema de CRISPR-Cas ha abierto una puerta a la edicién
geneética, sigue siendo una técnica con limitaciones. Una de las preocupaciones al
editar el genoma con CRISPR-Cas9 es la posibilidad de cambios no deseados, ya
gue la técnica no es 100% eficaz. Entre los aspectos limitantes de la técnica, la
SgRNA utilizada puede reconocer otras secuencias dentro del genoma, incluso si
hay "mismatches"”, o que significa que no habria una complementariedad perfecta
entre la secuencia de la sgRNA y la que se quiere detectar. Estos reconocimientos
erroneos pueden tener consecuencias letales en la célula, lo que nos lleva a
considerar cuidadosamente las posibles implicaciones antes de utilizar el sistema
CRISPR-Cas en la edicion de genes. Es por eso que se han disefiado softwares
para detectar los sitios mas probables fuera del objetivo diana. Es importante tener
en cuenta que puede haber modificaciones que no estan en la lista de candidatos
predichos’>8,

Para nuestro caso particular, se disefiaron las sgRNAs mediante un software
gue evalué tanto la probabilidad de hibridarse con la secuencia de Smad 7 como la
probabilidad de modificar otros genes. De acuerdo a lo descrito en la Tabla 3, se
muestra que la PX458-sgRNAS, en comparaciéon de los otros sgRNA, presentd el
menor riesgo (10%) de hibridar con genes no deseados. En contraste, las sgRNA 1
y 2 tuvieron una probabilidad del 14% y 22% respectivamente, de mostrar
complementaridad con secuencias no deseadas. Dado que la sgRNA3 tuvo el
menor porcentaje de posibilidad de unién a otros sitios y la mayor eficiencia en el
proceso de transfeccién, alrededor del 30%, decidimos seleccionar la sgRNA 3
como la opcién mas adecuada para apagar la expresion de Smad 7. Esto no
necesariamente significa que los otros sgRNA no sean funcionales para ocasionar
el silenciamiento de la expresion de Smad 7, sino que, por circunstancias
operacionales, se propuso realizar la verificacién de su funcionalidad con sélo una

de las secuencias guias.
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Por otro lado, la diferencia en la eficiencia de la transfeccién pudo haberse
visto afectada por la presencia de modificaciones no deseadas, lo que podria haber
afectado la supervivencia de las células y resultar en la generacion de células
muertas durante el proceso de los ensayos de transfeccion (Tabla 5). Las células
muertas no se incluyeron en el analisis por citometria de flujo, por que sélo se
recuperaron las células que se mantuvieron adheridas a la placa tras el tiempo de
transfeccion. De esa manera, la PX458-sgRNA3, al presentar un menor riesgo de
modificaciones no deseadas, pudo haber mostrado la mayor eficiencia en la
transfeccion. Es interesante observar que las sgRNA 1 y 3 presentaron una
eficiencia de transfeccion similar incluso a diferentes cantidades de DNA. Por el
contrario, la eficiencia de la sgRNA 2 mostré mayor variacion, aunque aumentd con
el incremento de la cantidad de DNA plasmidico. Esto podria deberse al hecho de
que la presencia de mas DNA plasmidico aumente la cantidad de sgRNA vy, por lo
tanto, se adhiera més eficientemente al objetivo deseado. Si hay méas cantidad de
DNA plasmidico, puede haber una mayor expresion de la proteina GFP y, por ende,
un aumento en la transcripcion de sgRNA. Se ha observado que el aumento en la
cantidad de DNA plasmidico en el vector de los sistemas de CRISPR-Cas9 resulta
en una mayor probabilidad de union al gen deseado. Esto pudo haber sucedido con
la sgRNA 2, donde el aumento en la concentracion del DNA plasmidico permitié una
mayor expresion y union de la sgRNA 2 al objetivo deseado, que es Smad 7,
evitando asi mutaciones no deseadas en los off-targets. A pesar de estas
diferencias, es importante considerar que las tres sgRNA presentan una
probabilidad significativa de modificar el genoma, siendo la sgRNA 2 la que presenta
la mayor probabilidad, al haber obtenido un puntaje mas alto para la unién a Smad7
con un 57% en comparacion con las otras SgRNA

Con base en lo anterior, se realiz6 un analisis de varianza por DBCA para
determinar si las sgRNAs o las diferentes cantidades de DNA plasmidico eran
responsables de las diferencias en la eficiencia del proceso de transfeccion. Como
se puede observar en la Tabla 6, de acuerdo con el analisis obtenido, la eficiencia
de la transfeccion parece depender significativamente de las sgRNAS, presentando
una contribucion del 78.87% y un valor de p significativamente inferior a 0.05.
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Ademas, el andlisis mostré que el efecto fue independiente de la cantidad de DNA
utilizada, con solo un 4.6% de contribucién. El error del 16.58% que se presenta en
el andlisis de DBCA puede deberse a la variabilidad inherente de las sgRNAs..

El analisis post hoc de la eficiencia de transfeccion (Tabla 7) reveld que la
PX458-sgRNA3 mostré diferencias significativas en comparacion con la sgRNA 1,
mientras que con la SgRNA 2 no hubo diferencias significativas. Sin embargo, dado
gue la sgRNA 2 presenta una mayor probabilidad de generar modificaciones no
deseadas, se decidié seleccionar la PX458-sgRNA3 para realizar los ensayos de

transfeccion adicionales y evaluar si hubo un silenciamiento de la proteina Smad 7.

Evaluacion del silenciamiento de Smad7

Como se menciond previamente, durante el proceso de transfeccion para el
enriquecimiento de células positivas para EGFP, surgieron problemas técnicos de
contaminacion en los cultivos, lo que resulté en la pérdida de dichas células. No
obstante, se realizaron ensayos con la parte restante que no habia sido enriquecida
y que habia adquirido el vector en un 30%, con el propésito de evaluar el bloqueo
de la expresion de Smad 7.

En la Figura 23 se presentan los resultados de los tres ensayos de Western
blot, donde se compar6 la expresion de Smad7 en los tres tratamientos celulares
independientes. En las células A549 N y A549 @, se observd una expresion basal
de Smad7, mientras que en las células transfectadas con PX458-sgRNA3 se
observo una presencia menor en los niveles de Smad7. Esta disminucion fue muy
evidente en los experimentos 1y 3 (Figura 23A y 23C) y menos pronunciada en el
experimento 2 (Figura 23B). Al comparar los niveles de intensidad de la banda de
B-actina en el primer ensayo (Figura 23A), se observo que también fueron menores
en las células transfectadas con PX458-sgRNA3. Sin embargo, un andlisis
cuantitativo (densitometria) confirmé que los niveles de expresion de Smad7
disminuyeron en las células transfectadas con la PX458-sgRNA3 en comparacion
con las células A549 @y A549 N, con una reduccion de mas del 80% (Figura 24A
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y 24C). Es importante destacar que esta disminucién se observé a pesar de tener
un grupo de células con una eficiencia de transfeccion del 30%, lo que representa
una limitacion en el estudio.

En el segundo experimento, se observd una disminucién en los niveles de
Smad 7 del 50% (Figura 23B), aunque esta reduccién no fue tan evidente como en
los otros dos experimentos. Este fendmeno podria explicarse por el hecho de que,
con un mayor numero de divisiones celulares haya hecho posible que el efecto del
bloqueo de Smad 7 se esté perdiendo. Esto se debe a que no se puede controlar
con precision qué células retienen el vector y cuales no, a pesar de intentar
homogeneizar la poblacion celular antes de realizar la dilucién. Esta limitacion en la
conservacion de las células puede afectar la evaluacidn del efecto del apagamiento
de Smad 7.

Sin embargo, al realizar un analisis densitométrico del promedio de los tres
ensayos (Figura 23B), se confirmé que las células A549 transfectadas con el vector
PX458-sgRNA3 presentaron una disminucion significativa de Smad 7, con una
reduccion de mas del 80%. Estos resultados sugieren que la modificacion de Smad7
fue exitosa mediante el uso del sistema CRISPR-Cas9, a pesar de las limitaciones
en la conservacion de las células y la posible pérdida del vector en la dilucion del
segundo ensayo.

Entender la relacion entre patdgeno viral y la célula huésped es crucial para
combatir enfermedades. Uno de los elementos que sigue siendo controvertido es el
papel del TGF- durante la infeccion por el virus de la influenza, ya que puede actuar
como un factor pro-viral o antiviral dependiendo de las condiciones®-1%3, Por lo
tanto, es necesario seguir investigando el papel exacto que desempeiia el TGF-f3
en la infeccion por el virus de la influenza. Es por lo tanto, de gran relevancia el
poder contar con un modelo celular modificado donde la via de sefializacion del
TGF-p se altere de manera especifica. Esto nos permitira evaluar el impacto de esta
cascada de seializacion sobre la infeccion por el virus Influenza. A excepcion de
una publicacién previa donde se inhibicion la expresién de Smad7 por RNA de
interferencia, no existe algun otro antecedente sobre el silenciamiento de la proteina
inhibidora de la via del TGF-.
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Estudios previos han evidenciado que Smad 6 y 7 parecen jugar un papel
activo durante la infeccién por los virus de Hepatitis C y B 19418 y potencialmente
por el papilomavirus humano 1. Por lo que resulta de gran interes saber como virus
tan diferentes pueden alterar la expresion de Smad7 y generar respuesta como
transformacion celular, desdiferenciacion, apoptosis y respuesta antiviral.

Por otro lado, se han encontrado evidencias que indican que las proteinas
Smads se ven alteradas durante las infecciones de diferentes virus, con distintas
funciones en dicha interaccion. En este sentido, pareceria que Smad 6 también
participa en la interaccién del TGF-B con algunos virus!*®. En ese orden de ideas, y
considerando que algunos estudios sugieren que el papel de Smad 6 y 7 pudieran
tener funciones redundantes, seria interesante, por lo tanto, considerar el
silenciamiento conjunto tanto de Smad 7 como de Smad 6 en el proceso de infeccion
del virus de la influenza. Esto se vuelve realizable, toda vez que se cuenta con la
experiencia y los materiales para poder realizar el silenciamiento selectivo de Smad
6.

Consideramos que estos resultados brindaran la oportunidad de investigar
si esta proteina tiene alguna implicacién en la respuesta celular durante la infeccién
por el virus de la influenza. Ademas, permitird determinar su efecto sobre la
replicacion viral y elucidar su papel en la induccién de la muerte celular por apoptosis

durante la infeccién viral.

Limitaciones del estudio

Debido a que este trabajo se inicié durante la pandemia de SARS-CoV-2, se
encontraron una serie de restricciones que afectaron la realizacion de algunos
experimentos. A pesar de que se pudieron modificar los tiempos para realizar los
experimentos, no se lograron cumplir con los objetivos iniciales de evaluar el efecto
del silenciamiento de Smad 7 sobre la infeccion del virus de influenza y la induccion

de apoptosis en las células infectadas.
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Ademas, se presentaron problemas técnicos de contaminacion en los cultivos
que llevaron a la pérdida de células enriquecidas positivas para EGFP. Debido a
esto, se trabajoé con un "pool" de células en el que la eficiencia de transfeccion fue
del 30%, lo que generd limitaciones en la evaluacion del efecto de la pérdida de
Smad 7 en la replicacion del virus. Aunque se logré demostrar el silenciamiento de
la proteina Smad 7, se observo que el silenciamiento se perdié en los pases de
dilucion posteriores, lo que dificultd ain mas la evaluacion del efecto de la pérdida
de Smad 7 en la replicaciéon del virus.

Otra limitacién que se debe considerar es la falta de evaluacion de los off-
targets mediante algun ensayo experimental. Es crucial validar la precision del
silenciamiento a través de estos off-targets, utilizando ensayos como el ensayo de
nucleasa Surveyor o la secuenciacion de todo el genoma de las células A549. Esto
permitiria confirmar que el silenciamiento de Smad 7 no afectd negativamente a
otros genes o procesos celulares importantes. La inclusion de estos ensayos podria

mejorar la confiabilidad y la calidad de los resultados obtenidos en este estudio.
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CONCLUSIONES

1. Se generaron 3 vectores para silenciamiento del gen Smad conteniendo guias de
seleccion completas y con orientacién correcta.
2. Mediante citometria de flujo, se mostré que la guia PX458-sgRNA3 mostré mas
alto nivel de transfeccién entre las condiciones evaluadas, en comparacion con las
otras guias.
3. Las células transfectadas con PX458-sgRNA3 mostraron una disminucion
significativa (80%) de los niveles de la proteina Smad7 al evaluar por western blot,
en comparacion con las células transfectadas con el PX458 @ y células control.
Todo eso sugiere que la expresion selectiva de Smad7 fue exitosamente
apagada empleando la técnica de CRISPR-Cas9. Sin embargo, el efecto que pueda
tener esta modificacion sobre la respuesta a la infeccion viral debera ser evaluado

en ensayos in vitro controlados.
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PERSPECTIVAS

=

Llevar a cabo el enriquecimiento de células positivas para EGFP.

N

Confirmar el silenciamiento de Smad7 mediante la inhibicion de la expresion

de genes blanco.

3. Evaluar cual es el efecto del silenciamiento de Smad 7 sobre la replicacion
del virus de influenza e induccién de la apoptosis en celulas A549.

4. De confirmar si el silenciamiento de Smad 7 tiene un efecto en la induccion
de apoptosis en celulas A549, evaluar si participa de manera directa o
indirectamente.

5. Evaluar como el silenciamiento de Smad 7 afecta la respuesta inmune del

huésped a la infeccion viral.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de los exones de Smad 7.

e Exén 1
ATTGCCTGCTTCTCCCCACCCCCAAATTAAGTTGCTTAGCAAGGGGGAAAGAGGCTTTTTC
CTTCTTCCAACAGCCCAGCCGAACGCCTTTCGTTTTTTGCCCCCGCGGACCTTCCATGTAG
GAAGCCGAGGCTGGCGAGCCCGACATTCGGGAGCCACTGCGGGGEGEGEGECCTCTTTTTGGGGA
GGCGCCGACGGGGGCAGGCTCGGCCGTCCCCAGGGAAGCGGLCGGLCCGGGTTCCTCCGGGEL
GCGCCGGGGCCGGAGAGCCGCGCAGGGLCGLGGGLCCGLCGLCGGEEGETGGGEGCAGCCGGAGLCGLA
GGCCCCCGATCCCCGGCGGGLCGCCCCCGGEGLCCLCCCGCGELGLCGCLCLCCGEGCCTCCGGGAGALCT
GGCGCATGCCACGGAGCGCCCCTCGGGCCGCCGCCGCTCCTGCLCLCGGGCCCCTGCTGCTGL
TGCTGTCGCCTGCGCCTGCTGCCCCAACTCGGCGCCCGACTTCTTCATGGTGTGCGGAGGT
CATGTTCGCTCCTTAGCAGGCAAACGACTTTTCTCCTCGCCTCCTCGCCCCGCATGTTCAG
GACCAAACGATCTGCGCTCGTCCGGCGTCTCTGGAGGAGCCGTGCGCCCGGCGGCGAGGACLC
GAGGAGGAGGGCGCAGGGGGAGGTGGAGGAGGAGGCGAGCTGCGGGGAGAAGGGGCGALCGG
ACAGCCGAGCGCATGGGGCCGGETGGCGGCGGCCCGGGCAGGGCTGGATGCTGCCTGGGCAA
GGCGGTGCGAGGTGCCAAAGGTCACCACCATCCCCACCCGCCAGCCGLGGGLGLLCGEGLGELG
GCCGGGGGCGCCGAGGCGGATCTGAAGGCGCTCACGCACTCGGTGCTCAAGAAACTGAAGG
AGCGGCAGCTGGAGCTGCTGCTCCAGGCCGTGGAGTCCCGCGGCGGGACGCGCACCGLGTG
CCTCCTGCTGCCCGGCCGCCTGGACTGCAGGCTGGGCCCGGEGEGGELCGCLCCGELCCGEGCGLGLCAG
CCTGCGCAGCCGCCCTCGTCCTAC

e Exbén 2
AGTCTCATTGAGCCTGACTCGAGTAATGATTAACTGGCTGCCCGGAGCCCAGACGGGTGAC
AAGGTGCTGTGGTCTGTCTTACGATGGGCAGTGAAGCCTGAGCAGACCATTAATAATCAGC
ATCAAGGCCGCGAGTCAGCCTTTTGGAATGTGTGGTTTGTCTTTCATGCTGTTTAGAGCGT
GCTTAAAGATGGATCTTGGTGTTTTTATTTGTGTATTTATTTCTTTCTCTCCCCTTTTCAA
ATCCACAGCAGACTGTCCAGATGCTGTGCCTTCCTCCGCTGAAACAGGGGGAACGAATTAT
CTGGCCCCTGGGGGGCTTTCAG
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e EXON3
ATTCCCAACTTCTTCTGGAGCCTGGGGATCGGTCACACTGGTGCGTGGTGGCATACTGGGA
GGAGAAGACGAGAGTGGGGAGGCTCTACTGTGTCCAGGAGCCCTCTCTGGATATCTTCTAT
GATCTACCTCAGGGGAATGGCTTTTGCCTCGGACAGCTCAATTCGGACAACAAGAGTCAGC
TGGTGCAGAAGGTGCGGAGCAAAATCGGCTGCGGCATCCAGCTGACGCGGGAGGTGGATGG
TGTGTGGGTGTACAACCGCAGCAGTTACCCCATCTTCATCAAGTCCGCCACACTGGACAAC
CCGGACTCCAGGACGCTGTTGGTACACAAGGTGTTCCCCGGTTTCTCCATCAAGGCTTTCG
ACTACGAGAAGGCGTACAGCCTGCAGCGGCCCAATGACCACGAGTTTATGCAGCAGCCGTG
GACGGGCTTTACCGTGCAGATCAGCTTTGTGAAGGGCTGGGGCCAGTGCTACACCCGCCAG
TTCATCAGCAGCTGCCCGTGCTGGCTAGAGGTCATCTTCAACAGCCGGTAGCCGCGTGCGG
AGGGGACAGAGCGTGAGCTGAGCAGGCCACACTTCAAACTACTTTGCTGCTAATATTTTCC
TCCTGAGTGCTTGCTTTTCATGCAAACTCTTTGGTCGTTTTTTTTTTGTTTGTTGGTTGGT
TTTCTTCTTCTCGTCCTCGTTTGTGTTCTGTTTTGTTTCGCTCTTTGAGAAATAGCTTATG
AAAAGAATTGTTGGGGGTTTTTTTGGAAGAAGGGGCAGGTATGATCGGCAGGACACCCTGA
TAGGAAGAGGGGAAGCAGAAATCCAAGCACCACCAAACACAGTGTATGAAGGGGGGCGGTC
ATCATTTCACTTGTCAGGAGTGTGTGTGAGTGTGAGTGTGCGGCTGTGTGTGCACGCGTGT
GCAGGAGCGGCAGATGGGGAGACAACGTGCTCTTTGTTTTGTGTCTCTTATGGATGTCCCC
AGCAGAGAGGTTTGCAGTCCCA
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Anexo 2. Vectores y simulacién en Snap Gen

pEGFP-N1
= 4733 bp

.AWR' pmter_ , -
548 promoter |
2

Figura 26. Vector pEGFP-N1. Este vector contiene la expresion de la proteina EGFP, el cual

utilizamos como control positivo, en el proceso de transfeccion.



ror 15Q
X458

1. 9046 b
2. Eﬂl!ﬁ
3. 22 bp
2: vector clonado con rma guias exon 1 |
Xbal
Noncutter: Bbsl
1. 9291 bp

1.8 % agarose

Figura 27. Simulacion del perfil de digestion con Bbsl y Xbal del PX458 @ y del vector
con sgRNA. Se puede apreciar que el PX458 @ genera 3 fragmentos de DNA (carril 1) y el
vector con la sgRNA solo un fragmento (Carril 2), debido a que Bbsl no corta. El fragmento

de 22 pares de base no se visualiza debido a que se sale del carril.
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