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Resumen.

La sefalizacion por el estado redox ha emergido como un mecanismo esencial en
la regulacion de las actividades bioldgicas de la célula, dado que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) tienen un papel importante en numerosos procesos
tanto fisioldgicos como patoldgicos. En 2006 se describio la proteina Romol (Ros
modulator 1), la cual modula los niveles de ROS, participando de manera
importante en el mantenimiento de la homeostasis redox para la sobrevivencia
celular, apoptosis, proliferaciéon celular, carcinogénesis y activacion de vias de
sefalizacion. El estrés oxidante (EOX) crénico derivado de las ROS producidas
por Romol promueve la aparicion de hepatocarcinogénesis (HCC). Se considera
importante el estudio de esta proteina debido a antecedentes de nuestro
laboratorio donde se evalud el efecto de una dieta aterogénica en ratones Ac-met,
se encontr6 una sobreproduccién de ROS, EOX y un incremento en la proteina
Romol, lo que sugiere un control regulatorio de HGF/c-Met sobre la proteina
Romol, y de lo cual hasta el momento no existen reportes. Ademas, se ha
relacionado a esta proteina con patologias en diversos 6rganos del ser humano.
Métodos. Se realiz6 la caracterizacion de diversos 6rganos de ratén cepa CD1,
con respecto a los niveles de RNAm y proteina Romol. Se determind que el
higado tiene los niveles mas altos en ambos y por tanto se realiz6 la
caracterizacion de lineas celulares hepaticas. Se realizaron tratamientos con HGF
a ratones (20ug/Kg), y en células RIN-m5F y se determinaron los niveles de
RNAmM y proteina Romol. Se realizdé y comprob0 la eficiencia de una construccion
genética transiente e inducible para silenciar al gen que codifica a la proteina
Romol, esto para lograr un estudio controlado de esta proteina. Discusiéon y
conclusiones. En el higado se encontraron los niveles mas altos de RNAm y
proteina Romol, lo cual, junto con el estudio de esta proteina en lineas las lineas
celulares estudiadas indican que Romol podria tener una mayor relevancia en
células del parénquima hepatico de origen epitelial mas que en células
mesenquimales, y que podria estar involucrada en procesos fisiolégicos
importantes en el higado. El andlisis de los tratamientos con HGF en higado de
ratbn CD1 y en la linea celular RIN-m5F sugiere que Romol sufre una regulacién
post-transcripcional en respuesta a este factor, por lo que se sugiere el estudio de
las proteinas antioxidantes en estos tratamientos. Se logré obtener la construccién
para silenciar el gen romol, y se comprobd su eficiencia; Esta construccion servira
en estudios posteriores para evaluar el efecto del silenciamiento del gen Romol
en diversos sistemas estudiados relacionados con hepatopatias.



Abstract.

Redox-mediated signaling has emerged as a key mechanism in regulating
biological activities of the cell, since reactive oxygen species (ROS) play an
important role in numerous physiological and pathological processes. In 2006 it
was described Romol (modulator Ros 1) protein, which modulates the levels of
ROS, participating significantly in the maintenance of redox homeostasis for cell
survival, apoptosis, cell proliferation, carcinogenesis and activation of signaling
pathways. Chronic oxidative stress (EOX)-derived ROS produced by Romol
promotes hepatocarcinogenesis (HCC). We decided to study this protein because
our previous findings reveal an overproduction of ROS, EOX and an increase in
Romol protein content in Ac-met mice with an atherogenic diet, suggesting a
HGF/c-Met-mediated Romol regulation, issue that is porrly addressed. Also this
protein has been linked in various diseases that could impact life quality in
patients. Methods: It was performed the characterization of Romol expression in
various CD1 mouse organs. We found that liver has the highest levels in both,
MRNA and protein and thus the characterization of hepatic cell lines was
performed to confirm this. It was determined the expression of Romol in both,
mice treated with HGF (20ug / kg) and the pancreatic cell line RIN-M5F. It was
performed and confirmed the efficiency of a transient and inducible genetic
construct for silencing the gene encoding the protein Romol, this in order to
achieve a controlled study of expression of this protein. Discussion and
conclusions: We found the highest levels of mMRNA and Romol protein in the
liver, as well as in the HepG2 cell line, both findings indicate that Romol could
have a larger role in liver parenchymal cells of epithelial origin rather than
mesenchymal cells, and that may be involved in important physiological processes
in the liver. Analysis of HGF treatments in CD1 mouse liver and RIN-M5F cell line
suggests that Romol undergoes post-transcriptional regulation in response to this
factor, so the study of antioxidant proteins suggested in these treatments. It was
possible to obtain the construct to silence the romol gene and its efficiency was
found; This construction will help in future studies to assess the effect of gene
silencing Romol in various systems related to liver disease.

Vi
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1.0. Introduccion

La sefalizacion por el estado redox ha emergido como un mecanismo esencial en
la regulacion de las actividades biolégicas de la célula (Clavijo-Cornejo et al.,
2013). La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) es inducida tanto por estimulos endégenos como exdgenos. La evidencia
muestra que estas ROS juegan un rol importante en numerosos procesos
fisiolégicos y patolégicos (Droge, 2002, Martindale et al., 2002). Aunque altos
niveles de ROS contribuyen a la carcinogénesis y otras enfermedades
relacionadas con el dafio oxidante, se ha demostrado que niveles apropiados de
ROS son indispensables para la sobrevivencia de la célula, la apoptosis y la

diferenciacion (Bae et al., 2011).

Consistentemente, varias proteinas de sefalizacion, incluyendo NF-kB, PI3-K,
MAPK y p53, desarrollan sus roles celulares respectivos en respuesta a la
generacion de ROS (Martindale et al., 2002). Ademas, la relacion entre el peréxido
de hidrégeno y la proliferacion de células de mamiferos se ha estudiado en
diferentes tipos celulares (Liu et al., 2002, Caporossi et al., 2003, Na et al., 2008,
Chung et al., 2009). Por ejemplo, la reduccion de ROS enddgenas por adicion o
sobreexpresion de proteinas antioxidantes inhiben la proliferacion de tanto células
de musculo liso como de células tumorales (Liu et al., 2002, Caporossi et al., 2003,
Sigaud et al., 2005). Adicionalmente, la inhibicion de la generacion enddégena de
ROS causa la detencién del ciclo celular en la fase G1, demostrando que niveles

estables de ROS son requeridos para entrar a la fase S (Bae et al., 2011).



La produccion de ROS necesarias para la sefializacion redox es llevada a cabo,
principalmente, por la NADPH oxidasa, y por varios factores de crecimiento y
citocinas que estimulan la generacion de ROS a través de la activacion de esta
enzima (Droge, 2002). Aunque las ROS originadas en la mitocondria contribuyen a
la sefalizacion redox por un mecanismo no muy conocido, existe evidencia que
muestra que el H20:2 liberado al citosol participa en varias redes de sefializacion,
tales como la transicion del ciclo celular y el balance redox (Kowaltowski et al.,

2009).

1.1. Generacion de las ROS en mitocondria.

Muchas de las ROS producidas intracelularmente se originan en la cadena
mitocondrial respiratoria 'y, subsecuentemente, producen subproductos
metabdlicamente toxicos. Sin embargo, las ROS producidas por la mitocondria
han sido implicadas en gran manera en las rutas de sefalizacion, incluyendo
aguellas para la sobrevivencia y la muerte celular. En estos procesos, muchas
proteinas modulan la liberacion de ROS de la mitocondria al citosol y esto es
finamente controlado. Las ROS liberadas estan implicadas en el mantenimiento de

la homeostasis redox y en varias rutas de sefializacion (Fainstein, 2008).

La mitocondria es uno de los sitios propuestos como principales generadores de
ROS, esto gracias a que el oxigeno que se respira gracias al intercambio de gases
en los pulmones, y que es transportado por la hemoglobina de la sangre hasta
llegar a las células, se utiliza como aceptor final en la respiracion mitocondrial. La
mitocondria genera la mayor parte de la energia de las células animales durante la

fosforilacion oxidativa, durante la cual electrones provenientes del NADH



(nicotinamida adenin dinucledétido reducido), que es producido por el ciclo de
Krebs durante la oxidacién de nutrientes como la glucosa, y su aceptor final es el

oxigeno.

La cadena respiratoria mitocondrial consiste de cinco complejos de proteinas
localizadas en la membrana interna de la mitocondria complejos respiratorios 1-1V
y el F1FO-ATP sintasa) y dos factores (citocromo ¢, Cyt ¢; coenzima Q10). Durante
la respiracion, los electrones liberados de la cadena transportadora de electrones,
reducen incompletamente el Oz a la forma de superoxido. El superoxido es
convertido a H202 por la manganeso superoxido dismutasa (MnSod) en la matriz
mitocondrial o por la Cu, Zn-Sod en la membrana interna mitocondrial (Fainstein,

2008).

Cuando se emplean inhibidores de la cadena respiratoria, se estima que el 1-2%
del O2 consumido durante la respiracion es reducido de forma incompleta para
producir superéxido. Sin embargo, del 0.12-0.15% del O2 produce H202 cuando se

emplean palmitoil-CoA o glutamato/malato como sustratos (Kudin et al., 2004).

Una de las principales funciones de la mitocondria es la produccion oxidativa de
ATP, en el cual el oxigeno (O2) es reducido a agua. Consecuentemente, la mayor
fuente intracelular de generacion de ROS es la cadena respiratoria mitocondrial
(Brand, 2010), la produccion de ROS es una propiedad inherente de la cadena

respiratoria mitocondrial de las células eurcariotas (Fainstein, 2008).



1.2.  Regulacion de la liberacion de ROS mitocondriales al citosol.

Las ROS liberadas al citosol participan en una variedad de funciones intracelulares

incluyendo proliferacion, muerte, ciclo y homeostasis celular (Droge, 2002).

En los ultimos afios se han realizado aproximaciones para explicar el papel de las

ROS en la activacion de diferentes rutas de sefializacion; particularmente, se ha

descrito que poseen un papel importante en la activacion de la ruta de

sefalizacion HGF/c-Met, la cual ha demostrado ser clave para la reparacion del

higado, la sobrevivencia y el control redox celular.

1.3. Laruta de sefializacion HGF/c-Met y la respuesta antioxidante.

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF por sus siglas en inglés Hepactocyte

Figura 1. Rutas de sefializacion
mediadas por HGF/c-Met,
Regulacién del estado redox celular
y control del estrés oxidante
(Trusolino et al., 2002).

Growth Factor), se describié originalmente
como un mitdégeno potente de hepatocitos
(principal inductor de la proliferacion celular),
pero también se ha relacionado con otros
procesos fisiolégicos como la migracion y la
sobrevivencia, tal como se muestra en la
Figura 1 (Stuart et al., 2000, Gentile et al.,
2004). Todos estos efectos biolodgicos que
dependen del contexto celular, son el
resultado de la activacion de varias rutas de

sefnalizacion, las cuales son activadas a

partir de la unién de HGF a su receptor c-Met (Gao et al., 2005). La sefializacién

dependiente de HGF/c-Met es esencial para la sobrevivencia del hepatocito, ya

4



qgue la supresion de los genes que los codifican, tiene efectos letales a nivel
embrionario, debido al desarrollo de multiples defectos, incluyendo una apoptosis

masiva de los hepatocitos fetales (Schmidt et al., 1995).

El mecanismo de proteccion y reparacion mediado por el HGF ha sido
ampliamente estudiado, basicamente, en modelos de hepatectomia parcial
(Nakamura et al., 2010) y por agentes quimicos téxicos, y datos recientes sugieren
tiene un efecto protector como respuesta ante una sobrecarga de colesterol

(Gutierrez Ruiz et al., 2012).

Es evidente que una respuesta comun ante el dafio hepatico, es la generacion de
estrés oxidante (EOX) inducido por un incremento en el nivel de ROS, que a su
vez induce la activaciébn de rutas de transduccion de sefiales a partir de la
activacion de proteinas especificas como ERK1/2, INK y NF-kB (Czaja, 2007). En
el higado, HGF y c-Met son los principales responsables de iniciar una respuesta
reparadora tras un dafio, y dicha respuesta se centra en la regulacion de los
procesos mitogénicos, motogénicos, morfogénicos y de sobrevivencia (Gutierrez
Ruiz et al.,, 2012), pero se ha mostrado que ademas modula la respuesta

antioxidante como un mecanismo hepatoprotector (Gomez-Quiroz et al., 2008).

La evidencia muestra que esta ruta puede ser activada por las ROS, donde una
proporcion de estas son generadas por la enzima NADPH oxidasa por un
mecanismo dual mediado por el factor transcripcional Nrf2; sin embargo, se ha
descrito la existencia de una nueva proteina moduladora de ROS llamada Romol,
cuyo gen codificante se encontré sobreexpresado en ratones con delecion en c-
MET y sometidos a una dieta alta en colesterol. Lo anterior sugiere un control

5



regulatorio de HGF/c-Met sobre Romol, debido a que la pérdida de c-Met conduce

a una sobreproduccion de ROS, EOX y sensibilizacion a la apoptosis.

En este sentido, el grupo de investigacion de Fisiologia Celular de la UAMI, se ha
centrado en la caracterizacion de dicha respuesta antioxidante mediada por HGF,
y ha comprobado que este factor en particular induce la expresion de proteinas
antioxidantes y de sobrevivencia por mecanismos que involucran rutas de
sefalizacion canonicas de la reparacion, como son las mediadas por las proteinas
Stat3, Erk, Akt, y por factores de transcripcidon como el factor nuclear NF-kB, entre
otros. Es asi como HGF puede funcionar como un factor antioxidante capaz de
proteger a la célula del dafio por estrés oxidante, a través de la modulacion de los
niveles intracelulares de GSH (el mayor determinante del potencial celular redox) y
enzimas citoprotectoras como catalasa y superoxido dismutasa. Ademas, c-Met
inicia la activacion de la ruta de la fosfotidil-inositol 3 cinasa (PI3K)/Akt, la cual es
clave para la sobrevivencia celular en el higado, pero también dicha ruta ha
mostrado estar involucrada en la respuesta al EOX, al inducir la activacién del
factor nuclear —kB (NF-kB), que a su vez regula la expresion tanto de genes

antioxidantes como antiapoptéticos (Gomez-Quiroz et al., 2008).

Datos reportados por (Gutierrez Ruiz et al., 2012) mostraron que HGF protege
contra el daflo oxidante generado por una dieta alta en colesterol (HC),
incrementando la expresion de proteinas antioxidantes como un mecanismo
central de hepatoproteccion, lo cual se ve reflejado en la disminucién notable en el
contenido de proteinas oxidadas en las células provenientes de ratones

alimentados con la dieta HC. Esta misma respuesta de proteccion también se



encontré contra el dafio oxidante generado por el metabolismo de etanol (Valdes-
Arzate et al., 2009). Ademas, esta dieta logré activar la ruta de sobrevivencia

mediada por RAS/Erk (Gutierrez Ruiz et al., 2012).

2.0. Antecedentes

Recientemente en el grupo de investigacion de Fisiologia Celular, se realizé una
serie de experimentos preliminares para evaluar el efecto de la dieta aterogénica
durante 30 dias en la expresion de multiples genes en ratones con supresion en el
receptor c-Met. Se analizaron muestras de higado completo por microarreglos
utilizando el sistema Illumina Bead Chip Mouse Ref8-v2 para 25,600 genes. Los
resultados mostraron que existen varias rutas alteradas relacionadas con el
metabolismo de lipidos, aminoacidos y acidos biliares, asi como con la funcién
mitocondrial (principalmente genes relacionados con la produccién de ATP y de
estrés oxidante). Lo anterior sugiere un alto compromiso mitocondrial que puede
redundar en déficit energético y compromiso celular (apoptosis). El analisis
fisiolégico reveld que hay dafio hepatico, colestasis e inflamacion, todos ellos
relacionados con el estrés oxidante. Respecto a esto Ultimo, se encontrd
particularmente que el gen de la proteina Romol, esta sobre-regulado mientras
qgue la expresion del gen de la proteina chaperona para cobre de la SOD esta
disminuida, lo que reforzaria la hipotesis de que el estrés oxidante juegue un papel

importante en el dafio hepatico debido a la dieta aterogénica.



2.1.  Romol

“‘ROS modulator 1” o simplemente Romo1 es un péptido de aproximadamente 79
aminoacidos y tiene un peso aproximado de 8.9 kDa, es una proteina mitocondrial
y se ha encontrado expresada en tejido de cerebro, higado y rifion de ratén. El

grupo de investigacion formado por

1 2 4 79
. PR Flag-Romo1
(Chung et al., 2006) hizo un andlisis gy [ [ ]
., . L .- . TM domain '
de traduccion hipotetica usando el yoyayepyaa saPSCFORVK MGFVMIGCAVG MAAGALFGTF, 40

programa “Translate” en el sitio Web 1 SCLAIGHRGR ELMGGIGKTM NOSGGTFGTF MAIGNGIRC 79

. Figura 2. Diagrama esquemaético de la estructura
de EXPASY, que sugiere que gde  Romol, destacando  su  dominio

transmembranal (Chung et al., 2006).
Romol es una proteina

transmembranal (Chung et al., 2006). Bajo este supuesto, su dominio
transmembrana fue predicho usando los servidores de prediccion SMART y CBS,

tal como se muestra en la figura 2 (Kim et al., 2010).

Podemos tener una mejor imagen de esta proteina, gracias al modelo de sus
estructura proteica computacional proporcionado por MODBASE

(http://modbase.compbio.ucsf.edu/), tal

como se muestra en la Figura 3.

Aunque hay indicios de que modula la
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produccion de ROS, su rol y su

sitively arged aming acids

mecanismo de accion no estan definidos.

Figura 3. Diagrama esquematico del

modelo computacional de la proteina Esta proteina incrementa los niveles de
Romol, (MODBASE, 2013).

ROS en varias lineas celulares

cancerosas (Chung et al., 2006).


http://modbase.compbio.ucsf.edu/

El gen romol cuenta con tres variantes
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140823#reference-sequences), hasta ahora se
ha analizado en detalle sélo la variante 1, la primera en ser descubierta, y al hablar
de romol, se hara referencia Unicamente a esta primera variante. Los cambios de
las dos ultimas variantes se dan soélo en algunos pares de bases y hasta ahora no
se ha reportado que estos cambios modifiquen ni la funcion ni la estructura de

Romol.

Las ROS enddégenas derivadas de Romol también regulan la proliferacion celular
a través de la activacion de ERK en varias lineas normales y celulares (Na et al.,
2008). Romol también se incrementa en células senescentes, y la delecion de su
gen codificante ha mostrado inhibir el proceso de envejecimiento (Chung et al.,
2008). Romol juega un rol importante en la produccion mitocondrial de ROS, las

cuales en su momento pueden inducir la muerte apoptética (Lee et al., 2010).

Los niveles de ROS en un estado estable son requeridos para entrar a la fase S
del ciclo celular en células normales, asi como células tumorales. Sin embargo, la
contribucion de ROS de las mitocondrias para la proliferacién no se ha investigado
hasta la fecha. Se ha demostrado que las ROS enddgenas generadas por Romol
son indispensables para la transicion de la fase G1 a la fase S (en fibroblastos de
rifidn humano), ya que al eliminar a romol, el nivel de ROS se regul6 a la baja,
resultando en la detencién del ciclo celular en la fase G1. Esta parada se asocio
con el nivel de p27Kipl, demostrando que las ROS generadas por Romol son
requeridas para la proliferacion normal de célula (Chung et al., 2009). Lo anterior

sugiere gue Romol actia como modulador, al suplir las ROS del complejo Il de la



cadena respiratoria mitocondrial hacia el citosol (Chung et al., 2006), pero ¢como
modula Romol la liberacion de ROS al citosol? Un reporte reciente mostré que las
ROS, inducidas por TNF-a, estan asociadas con Romo1 localizada en la
membrana mitocondrial externa, demostrando el mecanismo posible para liberar

ROS al citosol por Romol (Kim et al., 2010).

Aunque el rol fisiolégico de Romol no ha sido identificado, varios reportes
demuestran los posibles roles celulares de Romol. Uno de ellos indica que
Romol mantiene la homeostasis redox para la sobrevivencia celular, demostrando
gue su delecion decrementa los niveles basales de ROS y detiene el ciclo celular
de varias células normales y tumorales en la fase G1, lo que sugiere que los
niveles basales de ROS en estado estable generadas por Romol son
indispensables para la proliferacion celular (Na et al., 2008). El arresto producido
por el silenciamiento de Romol en lineas celulares tumorales se asocia con el
incremento de los niveles de p27XiP1 a través de la inhibicion de la activacion de
Erk (Na et al., 2008, Chung et al., 2009). De este modo, Romol puede jugar un rol

importante en la sefializacion redox durante la proliferacion celular normal.

Investigaciones recientes, (Norton et al., 2014) identificaron a Romol como una
proteina reguladora del estado REDOX requerida para conservar la morfologia
normal de las crestas mitocondriales y es esencial para la oligomerizacién correcta
de OPALl. Observaron que tanto el silenciamiento de esta proteina como su
sobreexpresion promueven fision mitocondrial. Su silenciamiento produjo
mitocondrias fragmentadas y perdida morfolégica de las crestas mitocondriales,

causando dafio a la respiracién mitocondrial y sensibilidad a estimulos de muerte
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celular, lo que coloca a Romol como un interruptor molecular que acopla el estrés
metabdlico y la morfologia mitocondrial, ligado a la fusibn mitocondrial a la

supervivencia celular.

En el 2007, (Hwang et al., 2007) se analizé la resistencia celular al tratamiento con
el farmaco anticancerigeno 5 fluorouracilo (5-FU), que causa muerte celular por
estrés oxidante, en pacientes con cancer de cabeza y cuello, encontrando
sobreexpresada a la proteina Romol. Los resultados de esa investigacion indican
gue las ROS inducidas por el tratamiento con 5-FU son a través de la induccion de
Romol, lo que provoca la compensacion por el aumento de enzimas
antioxidantes, de lo cual deriva la resistencia al farmaco. Esto sugiere que la
expresion de Romol tiene una implicacion clinica en la resistencia a la terapia

contra el cancer.

Otro estudio realizado con células IMR-90, sugiere que la expresion de esta
proteina se incrementa durante el envejecimiento y que los niveles de ROS
derivados de ella causan disfuncion mitocondrial y dafio nuclear al DNA,
observando el posible papel clave de Romol en la senecencia replicativa (Chung

et al., 2008).

Romol ha sido implicada con el mecanismo de muerte celular por apoptosis
mediante deprivacion sérica, del cual no se sabe el mecanismo exacto, mas es
bien sabido que se debe al incremento de ROS. Para comprobarlo, se realizaron
una serie de experimentos en los que se silencio la expresion del gen para esta
proteina y se elimind parcial y completamente el suero del medio de cultivo celular.
El andlisis demostré que el silenciamiento de Romol suprimié completamente la
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induccion de ROS, demostrandose que Romo 1 juega un papel fundamental en la
produccion de ROS generada por la deprivacion sérica (Lee et al., 2010). De
manera mas detallada, el seguimiento de esta investigacion indica que Bcl-X.
regula la generacion de ROS debida a la deprivacion del suero y la apoptosis
inducida por Romol, puesto que la sobreexpresion de Bcl-XL bloquea
significativamente el estrés oxidativo e inhibe la apoptosis inducida por
tratamientos con especies reactivas de oxigeno mediado por Romol (Lee et al.,

2011).

Otro estudio propone a Romol como un puente molecular entre la sefial de TNF-a
y la produccion mitocondrial de ROS que dispara a TNF-a mediando apoptosis, ya
gue en esta serie de experimentos disefiados para investigar la posible relacién de
Romol con las ROS inducidas por TNF-a en células HEK y HelLa y se encontro
gue Romo 1 es un mediador corriente arriba de caspasa 8 y Bid en la via
apoptética desencadenada por TNF-a. Al silenciar a Romo1 se inhibid
parcialmente la apoptosis, demostrando que Romol es un mediador importante de
la muerte celular mediada por TNF-a. Asimismo, encontré6 que Romol endbégeno
interactda con RIP1 (cinasa involucrada en decision vida/muerte celular), TRADD,
TRAF-2, FADD y caspasa 8 durante la estimulacion con TNF-a. Ademas de todo
lo mencionado, también examind la localizacion de otras proteinas de sefalizacion
del complejo Il de TNF-a, observando que estas se translocan a la mitocondria
para interaccionar con la regién carboxilo terminal de Romol, orientado hacia el
citosol y que TNF-a induce el decremento inicial en el potencial de membrana

mitocondrial inducido a través deRomoly este decremento es seguido de la
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produccion de ROS y la subsecuente induccién de la apoptosis, lo que coloca a
Romol como un importante mediador de la apoptosis inducida por TNF-a. Romo 1
también regula el decremento temprano del potencial de membrana mitocondrial
inducido por TNF- a a través de la interaccion con Bcl-XL en su region carboxilo
terminal, lo que previene la apoptosis, modelo que se muestra en la Figura 4 (Kim
et al., 2010). Sin embargo, son necesarios estudios para elucidar el rol preciso de

Romol en la ruta de sefializacion de TNF-a.

Otro papel atribuido a esta

/ Y proteina es que juega un rol

FHC + o BelX, - Bax
A " . : .
WS = scD "m““"& at- importante en el cambio de c-
| ,
CHX V) Myc. La proteina c-Myc es
ROS
Survival +
Prolonged sobreregulada en respuesta a

JNK activation

¢ ..
Apoptosis las seflales de crecimiento

Figura 4. Modelo propuesto para la produccion de ] ] )
ROS inducida por TNF-a a través de Romol y Bcl-X., ~ €stimulatorias para disparar o
(Kim et al., 2010).

iniciar la progresiéon del ciclo
celular. Subsecuentemente, c-Myc estimula la expresion de Romol. Las ROS
derivadas de la expresibn de Romol, entonces disparan Skp2 mediando la
degradacion de c-Myc en un mecanismo negativo (Lee et al.,, 2011). Se ha
observado que las ROS generadas por Romol estan relacionadas con la

progresion de tumores hacia formas mas agresivas que eventualmente presentan

un mal prondstico para el paciente (Chung et al., 2006).

También se ha descubierto un homoélogo de Romol: Lj-Romol en la lamprea

japonesa (Lampetra japonica). La lamprea japonesa, uno de los vertebrados mas
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antiguos, es importante como modelo de estudios evolutivos de caracteres
morfolégicos sobre el origen de los craneados ya que ademas es el modelo
cientifico mas accesible. Este organismo se caracteriza por parasitar a los peces,
adhiriéendose a ellos con su boca y extrayéndoles su sangre y fluidos corporales.
Algunos compuestos en la secrecion de la glandula bucal lamprea, tales como
anestésicos, anticoagulantes y vasodilatadores, facilitar la alimentacién de
lampreas parasitarias sobre sus anfitriones. Los estudios de (Zhao et al., 2013),
sugieren que Lj-Romol se expresa ampliamente en diferentes tejidos en lampreas
adultas (higado, branquias, rifiones, intestinos, corazon, musculos, glandula bucal
y células sanguineas, aunque en diferentes niveles) y que los genes que codifica a
la proteina Romol y a Lj-Romol comparten més de 85% de similitud, conteniendo

ambas la misma region transmembrana (22e44 aa).

La expresion de Romol se ha asociado con la produccion de ROS en
glioblastomas humanos (GBM) y tanto los niveles de RNA y proteina estan
frecuentemente sobre regulados en tejidos tumorales y lineas celulares derivadas
de tumores comparados con tejido normal de cerebro. Con respecto a los niveles
de RNAm, las células de GBM tienen niveles altos, pero contienen niveles
normales del gen romol, lo que sugiere que la sobreexpresién de romol en GBM
humano se debe a regulacion transcripcional del gen. Sorprendentemente, a
diferencia de otros estudios, los mayores niveles de Romol se localizaron en el
citoplasma y estos niveles de expresiéon correlacionan con el grado de tumor glil,
lo que coloca a Romol como un blanco comun de sobrerregulacién durante la

tumorogénesis en GBM humano, y su activacion puede contribuir al progreso de
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malignidad de este tipo tumoral. En esta misma serie de experimentos, se
confirmd que el silenciamiento de romol induce el arresto del ciclo celular a través
de la activacion de ERK y p27KP1, sin embargo, ellos encontraron el arresto del
ciclo celular en la fase G2/ M del ciclo celular, soportado por una acumulacién

dramatica de fosfo-cdc2 (Yu et al., 2015).

Con la finalidad de investigar la relacion entre los polimorfismos del gen romoly el
riesgo de cancer gastrico (GC) se condujeron estudios caso-control en poblaciéon
china (358 pacientes con GC y 412 controles sanos), encontrando que la
distribucion del genotipo y del alelo de los dos polimorfismos fue significativamente
diferente en pacientes con GC comparado con los controles, lo que sugiere que
los polimorfismos genéticos del gen romol se asocian con un riesgo significante
de GC en la poblacién china, lo cual es incrementado si el paciente abusa del
consumo de alcohol y/o cigarro y —en caso de pacientes masculinos- si se

encuentra infectado por Helicobacter pylori (Wu et al., 2015).

La anemia Fanconi (FA) es un desorden genético raro asociado con fallas en la
medula espinal, inestabilidad gendmica, hipersensibilidad a agentes intercalantes
del DNA y acumulaciéon de dafio oxidativo a DNA, proteinas oxidadas y otras
anomalias en los puntos de regulacion REDOX, lo que se relaciona con disfuncién
mitocondrial y lo que hace que la mayoria de los pacientes de la padecen
desarrollen cancer, siendo leucemia el mas recurrente. En la FA se encuentran
comprometidos tanto la estructura mitocondrial como la produccién de ATP,
consumo de oxigeno y el potencial de membrana mitocondrial, asi como altos

niveles de factores promotores de Met, via NF-kB, los cuales, se producen en
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células tumorales y sirven como impulsores de la iniciacion y progresion de la FA.
Dadas las condiciones anteriores, (Shyamsunder et al., 2015) estudiaron a
Romol, con el objetivo de comprender las bases moleculares que lo correlacionan
con el control redox de Met, el contenido de ROS vy la disfuncion mitocondrial FA.
El resultado de sus estudios indica que Romo1l podria ser un objetivo prometedor
para la terapia contra el cancer en la FA y lo sugieren como un biomarcador de la

FA.

A Romol también se le ha asociado actividad antibacteriana. En el 2009, el grupo
de investigadores dirigidos por Sha (Sha et al., 2012) identificaron a una proteina
homologa a Romol, proteina por ellos denominada hGlyrichin. Durante su
investigacion ellos sugieren que Romol tiene la capacidad de matar
eficientemente a bacterias multidrogorresistentes sin efectos secundarios, tales
como hemodlisis, in vitro o in vivo. Por lo tanto, la proponen como sustituto

prometedor para antibiéticos en la lucha contra la multidrogorresistencia (MDR).

2.2.  Estudios sobre Romo1l en pulmon.

La sobreexpresion de Romol se ha encontrado en pacientes con fibrosis
pulmonar idiopética (IPF), de los cuales, el resultado de una serie de experimentos
sugiere que Romol media la produccién de ROS y apoptosis por estrés oxidante
en células epiteliales pulmonares y que la expresion de esta proteina esta
correlacionada con el mecanismo de apoptosis de tejidos humanos con IPF (Shin

et al., 2013).

En el 2014 (Kim et al., 2014) estudiando si los niveles de expresion de DKK1 estan

relacionados en la via de sefializacion para crecimiento y muerte celular, ademas
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de resistencia a la radiacidén en células cancerosas de pulmon no pequenas (“Non-
Small Cell Lung Cancer” NSCLC), suprimieron DKK1 en la lineas celular A549 y la
sobrexpresaron en H460, encontrando expresada a la proteina Romol en ambos
tratamientos y que DKK1 regula negativamente su expresion. Los niveles de DKK
requeridos para modular la produccién de ROS via Romol son diferentes en estas

lineas celulares.

Se ha encontrado que la expresion de Romol se encuentra incrementada
significativamente en tejidos tumorales de pacientes con NSCLS en comparacion
con tejidos no tumorales. La expresion tumoral de Romol se correlaciona
positivamente con el suero de estos pacientes, por lo que un analisis de Romol en
suero podria discriminar a pacientes con NSCLS de otras poblaciones, con
sensibilidad y especificidad significantes, sin embargo, se desconoce el
mecanismos por el cual Romol intracelular es detectable en el suero, la posible
explicacion dada por los autores, es que de alguna manera Romol se libere
después de la muerte celular y migre hacia la circulacién. El aumento en los
niveles de esta proteina en pacientes con NSCLS se atribuiria —bajo la explicacién
anterior- al incremento de la expresiéon de Romol en el tejido pulmonar o a la alta
tasa de recambio de las células cancerosas tumorales y la alta liberacion
resultante a la circulacién. Los autores sustentan esta explicacion temporal debido
a gue no hay cambios en los niveles de expresion de Romol séricas e histolégicas

(Lee et al., 2014).
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La sobreexpresion de esta proteina ha sido tomada como un predictor
independiente de baja sobrevivencia en pacientes con NSCLC después de

someterse a una reseccion quirdrgica (Lee et al., 2015).

2.3.  Estudios sobre Romo 1 relacionados con el higado.

Investigado el papel de Romol en el desarrollo de invasividad tumoral en HCC,
(Chung et al.,, 2012) encontraron que la expresion de Romol se encuentra
incrementada en células de HCC, en comparacion con células fibroblasticas de
pulmén humano. La expresion exdgena de Romol en células de HCC aumento su
actividad invasiva, en comparacion con las células control. El silenciamiento de
Romol en Hep3B y Huh7 redujo su actividad invasiva en respuesta a la
estimulacién con 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato. Los niveles de Romol se
incrementaron en 63 de 95 muestras de pacientes con HCC, en los que se
encontré correlacion inversa entre la sobreexpresion de Romol y los tiempos de
supervivencia de los pacientes, por lo que se propone a Romol como biomarcador
de la progresion de HCC, que podria ser utilizado en el diagndstico. Y se propone
gue los reactivos que inhiban la actividad de Romol y por tanto la supresion de la
produccion de ROS mitocondrial, podrian ser utilizados como terapias contra el

cancer.

En tejidos con HCC, Romo 1 se encuentra incrementado, lo que correlaciona
positivamente con el tamafio del tumor, (Chung et al., 2014, Lee et al.,, 2015)
demostraron que su expresion es requerida para mantener la actividad constitutiva
nuclear de union al DNA de NF-kB y su actividad transcripcional a través de la

fosforilacién constitutiva de IkBa. La sobreexpresion de Romo1 promueve la
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translocacion nuclear de p65 y su actividad de union al DNA, en cambio el
silenciamiento del gen romol la formacién de colonias en células HCC y la
consecuente formacion de tumores in vivo. Por lo tanto, se propone a Romol
como uno de los principales factores reguladores en el mantenimiento de la
activacion constitutiva de NF-kB en células tumorales y por tanto, al igual que en
estudios anteriores, indican que podria ser utilizada como blanco en terapias

contra el cancer.

Los factores de crecimiento y citocinas incrementan los niveles celulares de las
ROS mediante la activacion de enzimas como NADPH oxidasa y otros factores,
por lo cual en el 2012 (Chung et al., 2012) se investigo la relacién entre Romol y
la invasividad celular en HCC, silenciando a romol tratando a las células con TGF-
B,TGF-a y HGF respectivamente, encontrando que TGF-B incrementa la actividad
invasiva celular via Romol y que TGF-a, EGF y HGF requieren de Romo1 para

incrementar la invasividad celular en HCC.

Debido a que HCC puede ser consecuencia de un estado previo de dafio en el
higado, como en el caso de NAFLD o NASH, Romol puede estar involucrada en
la generacion de HCC desde estadios previos, tal como sugiere un estudio
realizado por nuestro grupo de investigacion, donde se encontré que en la NAFLD
generada por una dieta alta en colesterol, el gen romol se encontrd

sobreexpresado (Gutierrez Ruiz et al., 2012).
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3.0. Justificacion.

En los ultimos afios se han dado diferentes funciones a la proteina Romol, sin
darle una especifica, sin embargo, la evidencia indica que esta proteina toma las
ROS del complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial y las lleva al citosol,
por un mecanismo incierto. Las funciones en las que se ha identificado a esta
proteina van desde su participacion en el ciclo celular para permitir el paso de G1-

S tanto en condiciones celulares normales y durante procesos carcinogéenicos.

La evidencia indica que esta proteina debe ser estudiada ya que aunque no se le
asigna un rol especifico, ésta ha sido implicada en diversas patologias humanas,
como en glioblastomas (cerebro) (Yu et al., 2015), en cancer gastrico (estbmago)
(Wu et al., 2015), en anemia Fanconi (sangre) (Shyamsunder et al., 2015), fibrosis
pulmonar idiopatica (Shin et al., 2013), tumores pulmonares (pulmoén) (Lee et al.,
2014), y en cancer hepatocelular (HCC) (Chung et al., 2012, Chung et al., 2014,

Lee et al., 2015).

Laboratorio de Fisiologia Celular de la UAM-I, se tienen antecedentes del aumento
de esta proteina en ratones tratados con dieta aterogénica y con supresion génica
en el receptor c-Met, del cual HGF es su ligando, por lo cual es importante
determinar el efecto del HGF sobre Romol en ratones normales y en otro sistema

(linea celular).
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4.0.

Hipotesis.

La proteina Romol se expresara mayoritariamente en érganos con mayor tasa

proliferativa, en el raton, y lineas celulares transformadas tendran niveles mas

altos. La proteina HGF incrementara los niveles de esta proteina ya que induce

invasion celular en etapas no embrionarias ni regenerativas.

5.0.

Objetivos.

5.1. Objetivo General

Caracterizar la expresion y contenido de la proteina Romol en diversos
organos del raton CD1 y diferentes lineas celulares, asi como analizar su

expresion después de un tratamiento con HGF.

5.2. Objetivos particulares

Caracterizar a Romol a nivel de RNAm y proteina en diferentes érganos
del raton cepa CD1 y en diferentes lineas celulares hepéaticas.

Determinar los niveles de expresion de RNAmM y proteina de Romol
después de un tratamiento con HGF en raton.

Disefiar, construir y evaluar el efecto de un vector para silenciar el gen

romol.
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6.0. Material y métodos.

6.1. Aparatosy equipos utilizados en la realizacion de este proyecto:

Camaras de electroforesis.

e Sub-cell GT mini (BIO-RAD).
e Wide mini-Sub cell GT (BIO-
RAD).

Refrigeradores y congeladores.

e Ultracongelador REVCO
Scientific Inc. -80°C.

e Ultracongelador -20°C Revco.

e Refrigerador 4°C FORMA

(Thermo Scientific)

Horno de microondas.

e Horno de microondas SANYO.

Termociclador.

e Termociclador R. Corbett.

(AccesolLab).
Centrifugas.

e Centrifuga GS-15R (Beckman).

e Coulter Allegra™ X-22R

(Beckman).

e Centrifuga eppendorf 5415 C.

Balanzas.

e Adventurer™ (OHAUS).

e AE 200s (METTLER).

Electroporador.

e Gene Pulser  Xcell ™
electroporation System 165-
2660 (BIO-RAD).

Espectrofotometro.

e Nanodrop 2000c

Scientific).

(Thermo

Incubadora.

modelo 3110
(Forma Scientific Inc.).

e Incubadora

Campana para cultivo celular.
e Steri GARD (The Baker
Company).
Microscopio.
e Campo claro, Axiovert 25
zeiss.
Potenciometro.
e Potenciometro PWR RS 232
(Beckman).

Concentrador de muestras.
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Speed Vac® plus SC210A

(Savant).
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6.2. Organismos utilizados

6.2.1. Raton de la cepa CD1.

Es un una cepa de facil manejo, albino, ideal como modelo de estudios
multipropésito generales que puede ser usado en toxicologia (evaluando
seguridad y eficacia), envejecimiento, oncologia y como modelo quirargico

(http://www.criver.com/).
6.2.2. Cepa bacteriana: Escherichia coli DH5a.

La cepa es utilizada normalmente en experimentos de transformacion pues
contiene un genotipo recA (evita la recombinacion del pldsmido con el DNA
bacteriano), el DNA introducido a esta cepa no se metila, y aunque su eficiencia
de transformacién no es muy alta: 1x10°, provee de buena calidad al plasmido
extraido. Entre sus caracteristicas mas Utiles esta la de poseer una delecion en el
gen Z del operon lac, que hace que se puedan seleccionar facilmente con ella
aguellos transformantes que posean un plasmido capaz de originar la a-

complementacion de dicha mutacion.
6.2.3. Lineas celulares

Durante el desarrollo del proyecto se realiz6 la caracterizacion de diferentes lineas

celulares epiteliales en funcién de la proteina Romol.

e AML12 (ATCC® CRL-2254™): células epiteliales adherentes, derivadas de
tejido hepético sano de Mus musculus (raton macho, de tres meses) de la
cepa CD-1, transgénica para TGFa humana, por lo que expresa altos
niveles de TGFa humana y pocos de la de raton. Esta linea no es
tumorigénica.

e CFSC-2G: Esta linea fue donada por el Dr. Marcos Rojkind, no es una
linea celular comercial. Estas células son epiteliales adherentes derivadas
de células estelares hepaticas de rata, cuyo fenotipo es similar a las células
estelares hepéticas recién aisladas. No metabolizan en etanol.

e RIN-m5F (ATCC® CRL-11605™): células epiteliales adherentes, derivadas

de células beta pancreaticas, de islotes de Langerhans con insulinoma de
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Rattus norvegicus (rata macho), producen y secretan insulina, y producen
L-dopa-descarboxilasa.

e HepG2 (ATCC® HB-8065™). Células adherentes, derivadas de tejido
epitelial de higado humano: Hepatocarcinoma, de varon de 15 afios,
caucasico. Estas células son ideales para realizar transfecciones, y es una

linea considerada no tumorigénica (http://www.atcc.org/).

6.3. Preparacion de células E.coli competentes.

6.3.1. Preparacion de E.coli electrocompetentes.

Se sembro células E.coli en una caja con medio LB-agar, se incub6 a 37°C por 16
h y de las colonias resultantes se eligié una, la cual se inoculé en 50 ml de medio
LB liquido y se incub6 a 400 rpm de 16-20 h. Del cultivo resultante se tomaron 2.5
ml y se inocularon en 250 ml de medio LB liquido y se incubaron de 2-4 h a 150
rom a 37°C hasta obtener una densidad de 0.5-0.6 a 600 nm, posterior a las 2
horas se midi6 cada 20 min. Una vez alcanzada la densidad, se paso el cultivo a
hielo, a partir de este punto se trabajé en hielo y las centrifugaciones se realizaron
a 4°C. El cultivo se agité lentamente durante 10 minutos y se centrifugé a 4500
rom durante 10 minutos, el sobrenadante se decanté y la pastilla celular se
resuspendié en 5 ml de H20 helada y estéril, se afor6 a 50 ml. Se centrifugé a
4500 rpm durante 10 minutos y una vez decantado el sobrenadante, el botén
celular se resuspendié en 20 ml de glicerol al 10% (v/v) helado. Se realizdé una
tltima centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos, después de la cual se
resuspendié en 2 ml de glicerol al 10% (v/v). Por otro lado, se enfriaron tubos
eppendorf en N2 liquido y en estos se repartieron 100 ul de cultivo. Las alicuotas
con las E.coli electrocompetentes se conservaron en ultracongelador, a -70°C

hasta su uso.
6.3.2. Preparacién de E.coli ultracompetentes.

Se sembro células E.coli en una caja con medio LB-agar, se incubo6 a 37°C por 16
h y de las colonias resultantes se eligieron entre 10-12 grandes, las cuales se
inocularon a 18°C en 100 ml de medio LB liquido en un matraz de 2 L con
agitacion vigorosa hasta obtener una densidad de 0.6-0.9 a 600 nm. Una vez
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alcanzada la densidad, el matraz se paso6 al hielo. El cultivo se centrifugd a 7500
rpm durante 10 min, se decantd el sobrenadante y la pastilla celular se
resuspendié en 80 ml de solucion TB (10mM PIPES, 15 mM CaClz, 250 mM KClI,
pH 6.7, filtrada en poro 0.45 ym) helada y estéril, y se dejé en hielo durante 10
min. Después se centrifugé a 3000xg durante 10 min, el sobrenadante se decanto
y la pastilla celular se resuspendi6 en 20 ml de solucion TB, se le agregaron 1.4 ml
de DMSO y se homogeniz6 la mezcla suavemente. Se enfriaron tubos eppendorf
en Nz liquido y en estos se repartieron 100 ul de cultivo. Las alicuotas se

conservaron en ultracongelador, a -70°C hasta su uso

6.4. Transformacion bacteriana

6.4.1. Transformacion por Electroporacion.

Se descongelaron las células competentes en hielo, asi como el tubo conteniendo
el ADN a electroporar. Una vez descongeladas las células, se mezclaron con 10
pg — 25 ng del ADN a transformar (contenido en un volumen de 1 a 2 pl) y se
incubaron hielo durante 60 seg. Se pipeteé la mezcla de células/ADN en una
cubeta de electroporacion fria, asegurdndose de que esta suspension quedara en
el fondo de la cubeta. Se secé la condensacion y la humedad del exterior de la
cubeta, para colocarla en el electroporador. Se aplicé un pulso de electricidad de
20 yF de capacitancia, 2.5 kV y 200 ohm de resistencia. El aparato debe registrar
un tiempo de 1-4 mseg con una fuerza de campo minima de 8.5 kV/cm para
asegurarnos que la transformacién hubiera ocurrido. Inmediatamente después del
pulso, se retird la cubeta de electroporacion y se agregé 1 mL de medio LB a
temperatura ambiente, las células electroporadas se incubaron a 150 rpm durante
1.5 h a 37 °C y después se plaquearon en cajas con medio LB-agar con el
antibiotico apropiado para la seleccion manteniendo las cajas a temperatura
ambiente hasta que el liquido fue absorbido. Las cajas fueron incubadas en

posicién invertida a 37 °C. Las transformantes aparecieron en 12-16 horas.
6.4.2. Transformacion por choque térmico.

A un tubo de células competentes, se adicion0 no mas de 50 ng de DNA a

transformar, contenido en un volumen no mayor de 10 ul. Se mezclo el contenido
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gentilmente y se colocaron los tubos en hielo durante 30 min. Se dio un choque
térmico a 42°C, durante 2 minutos y al terminar, inmediatamente se transfirié a un
bafio de hielo durante 2 minutos. Inmediatamente después se adicioné 1 mL de
medio LB a cada tubo y se incub6 durante 1 hora a 37 °C con agitacion gentil (50
ciclos/min o menos) para permitir que la bacteria recupere y exprese el marcador
de resistencia al antibiético codificado por el pldsmido. Se transfirieron 200 ul por
placa de 90 mm en medio LB-agar con el antibiético apropiado a temperatura

ambiente hasta que el liquido fue absorbido. Las placas se incubaron a 37°C.

6.5. Extraccion de DNA plasmidico.

6.5.1. Lisis alcalina.

Las células transformantes se sembraron en 10 mL de medio LB liquido con 10 uL
de ampicilina y se incubaron a 37° C toda una noche en agitacion vigorosa. Se
centrifugaron 1.5 ml de cultivo durante 2 minutos a 14.000 rpm (cantidad para 1
reaccion). El sobrenadante se desechd y el pellet se resuspendié con ayuda del
vortex en 200 ul de solucién 1 (10 mM EDTA pH 8.0, 50 mM glucosa, 25 mM Tris-
HCI pH 8.0), hasta la homogeneidad. A esta mezcla se le adicion6 200 ul de
solucién 2 (preparada al momento: Para 500 ul: 400 de H20, 50 ul de SDS 10%,
50 ul de NaOH 2N (2M)) mezclando por inversion hasta que el lisado quedo claro.
Se agregaron 200 ul de solucion 3 (acetato de potasio 5M, &cido acético glacial y
H20O destilada), se mezcl6 por inversion y se dej6é en hielo durante 5 minutos. Se
centrifugé durante 10 minutos a 14.000 rpm para bajar los restos celulares y
cromosomas. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio adicionandole 300 ul
de cloroformo (para precipitar proteinas), se mezclé bien por inversion y se
centrifugé durante 2 minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante se transfirio a otro
tubo, adicionandole 2 volumenes de etanol absoluto, mezclando por inversion y
dejando a temperatura ambiente durante 5 minutos, enseguida se centrifugé
durante 10 minutos para bajar el DNA. El sobrenadante se decantd, secando el
tubo lo mejor posible y se agregd 1 volumen de etanol al 70%, esta mezcla se
centrifugd durante 3 minutos a 14.000 rpm y se desecho el sobrenadante. La
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pastilla de DNA se sec0O a temperatura ambiente y se resuspendio en 20-30 ul de

agua estéril.

6.5.2. Extraccion por kit PURE YIELD TM PLASMID MINIPREP
SYSTEM.

Las células transformantes se sembraron en 10 mL de medio LB liquido con 10 uL
de ampicilina y se incubaron a 37° C toda una noche en agitacion vigorosa. A
1.5ml de este cultivo se agregd 100ul de buffer de lisis celular y se mezcld por
inversion 6 veces. Después se le agrego 350ul of Solucion de Neutralizacion fria
(4-8°C) y se mezclé por inversion del tubo hasta que le mezcla quedo
homogénea. La mezcla se centrifugd a 14 mil rpm por 3 minutos y su
sobrenadante (~900ul) se transfirid a una mini columna (PureYield™ Minicolumn)
sin remover el botdn celular, este se centrifugd a 14 mil rpm por 15 segundos.
Después de los cual se descartd el sobrenadante y se colocd la minicolumna
dentro del mismo tubo colector. Se agregaron 200ul de la solucién de eliminacion
de endotoxinas o ERB (Endotoxin Removal Wash) a la mini columna. Esta mezcla
se centrifugd a 14 mil rpm por 15 segundos y se le agregaron 400ul de solucién
de lavado de columna o CWC (Column Wash Solution) a la mini columna,
centrifugando de nuevo por 30 segundos. La mini columna se transfirié a un tubo
de micro centrifuga estéril de 1.5 mL y se le agregaron 30ul de Buffer de elucién
(Elution Buffer) o agua libre de nucleasas directamente a la matriz de la mini
columna, incubando a temperatura ambiente por 1 minuto, después de lo cual se
centrifugd por 15 segundos para obtener el DNA plasmidico, que se almacené a -
20°C.

6.6. Medios de cultivo.

6.6.1. Medio de cultivo para Escherichia coli: Medio Luriabertani (LB)

liquido.

Se utiliz6 el medio Luria Bertani (LB broth L 3022, Sigma) de crecimiento
bacteriano, ideal para cultivar y crecer rapidamente a E.coli pues contiene
péptidos, aminoacidos, vitaminas solubles en agua y carbohidratos en una

formulacion baja en sales. Esta compuesto por triptona 10g/L, extracto de bacteria
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5 g/L y NaCl 5 g/L. La triptona y el extracto bacteriano proporcionan factores de
crecimiento esenciales que de otra forma tendria que sintetizar E.coli, el medio
también contiene electrolitos esenciales para el transporte y balance osmotico
debido al NaCl.

Para su preparacion, se disolvieron 20 g de medio en polvo por litro de agua, se

esterilizd en autoclave durante 15 min a 120°C.

6.6.2. Medio de cultivo para Escherichia coli: Medio Luria Bertani

(LB) con agar.

Se utilizé el medio Luria Bertani con agar (LB broth L 2897, Sigma), el cual
contiene los mismos componentes nutritivos que el medio sin agar. La adicién de
agar provee de un medio sélido para el crecimiento bacteriano y la eleccién de

clonas, el medio contiene 15¢g/L de agar.

Para su preparacion, se disolvieron 35 g de medio en polvo por litro de agua, se
esterilizo en autoclave durante 15 min a 120°C. Se distribuy6 en placas Petri y se
dej6é solidificar. Las cajas se almacenaron a 4°C y se atemperaron antes de su
utilizacion.

6.6.3. Medio de cultivo para lineas celulares.

Se utilizé el medio E de Williams (Sigma, catalogo # W4125), el cual contiene
sales inorganicas, aminoacidos, vitaminas, D-glucosa, glutation reducido,
metillinoleato, rojo fenol, acido piravico, L-glutamina y NaHCOs. Este medio es
ideal para cultivas lineas celulares derivadas células epiteliales de higado. El
medio se suplementé con antibitticos y suero fetal bovino como se menciona mas

adelante.

6.7. Suplementos a medios de cultivo.

6.7.1. Antibioticos suplementados para la seleccion de

transformantes.

Se empleé Ampicilina (SIGMA) para la selecciébn de transformantes y el

mantenimiento del plasmido con resistencia a éste. El stock se preparé en una
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concentracion de 100 mg/mL. Se esterilizé por filtracion, al emplear membranas de
0.20 mm de poro marca Millipore. Se guard6 en alicuotas de 500 mL a -20°C.
Cuando se requirio, la medio LB fue suplementado con Ampicilina en una
concentracion de 100 mg/mL en medio a temperatura ambiente, ya fuera LB-agar

o liquido.
6.7.2. Suplementos a medios de cultivo para lineas celulares.

Al medio de cultivo celular se adicion6 al 1% con la solucion Antibiotic-Antimycotic
(Gibco®), para prevenir la contaminacién fungica y por bacterias. La solucion
contiene 10,000 unidades/mL de penicilina, 10,000 pg/mL de estreptomicina, y 25
pug/mL del antimicotico Fungizone®. La penicilina y estreptomicina previenen la
contaminacion bacteriana contra Gram positivas y negativas al cultivo celular. El
antimicotico previene de la contaminacion por hongos ya que inhibe el crecimiento
de hongos multicelulares y bacterias. También se adicion6 suero fetal bovino al
10% (GE Healthcare Life Sciences, Catalogo # SH30071.03). Al medio Williams

con estos suplementos se le llamara medio completo.

6.8. Condiciones de cultivo

6.8.1. Condiciones de cultivo celular bacteriano.

Las bacterias se incubaron a 37°C y agitacion a 240 rpm para su crecimiento en
medio liquido hasta alcanzar la fase exponencial (amplificacién para extraccion del
DNA plasmidico) a las 16 h y a 37°C sin agitacion toda la noche (16 h) cuando el
crecimiento fue sobre placas de LB-agar.

6.8.2. Condiciones de cultivo de lineas celulares.

Se utilizé medio de cultivo Williams completo a temperatura ambiente. Las células
se sembraron en botellas de cultivo de plastico estériles (Corning, Acton, MA,
EUA). El medio de cultivo se cambio6 cada tercer dia. Las células se resembraron a
una dilucion 1:3 una vez por semana, levantandose con tripsina-EDTA al 0.25%.
El cultivo se mantuvo con una atmosfera de 5% de CO2y 90% de humedad, a una
temperatura de 37°C.
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6.9. Software utilizado.

e Para el disefio de primers para determinar expresion se requiere del
programa ApE (disponible de forma gratuita en el sitio

http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) 'y la  Herramienta

OligoEvaluator de Sigma Aldrich (http://www.oligoevaluator.com).

e Para el disefio de primers de silenciamiento se requirié de la herramienta
online shRNA Sequence Designer de Clontech ubicado en:
http://bioinfo.clontech.com/rnaidesigner/oligoDesigner.do?overhangs=on&re
strictionSite=on

e La secuencia del gen romol se obtuvo del acceso al GenBank:
NM_001164216.1, ubicado en la pagina de NCBI (National Center for
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

e Para el andlisis densitométrico de las imagenes resultantes de inmunoblots
y RT-PCRs realizados se utilizé el programa ImageJ y Excel.

e Para realizar estadistica se ocupé el programa GraphPad prism6 version
6.01.

6.10. Vectores plasmidicos:

6.10.1. Vector de silenciamiento pSingle-tTs-shRNA (pSingle).

Este vector comercial de Clontech (mostrado en la figura 5), tiene las siguientes
caracteristicas: este plasmido es de alto numero de copias y confiere resistencia a
ampicilina, caracteristica usada como marcador selectivo de crecimiento
bacteriano. El plasmido pSingle, tiene un peso de 6990 pb, con un sitio de
clonacién flanqueado por los sitios de corte para las enzimas Hindlll y Xhol,. Su
expresion transcripcional esta controlada por un supresor transcripcinal (tTs)
potente e inducible por tetraciclina y sus derivados. En ausencia de esta ultima, el
tTs se une a las secuencias tetO y bloquea la expresion del shRNA. El sistema de
silenciamiento de pSingle se compone de dos partes importantes 1) un
promotor/enhancer que controla la expresidon de proteinas reguladas por
tetraciclina y 2) un cassete de expresion de shRNA inducible por tetraciclina, el

cual es un supresor transcripcional fuerte, creado por la fusion de la proteina

31


http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
http://www.oligoevaluator.com/

supresora (TetR) con un dominio transcripcional de silenciamiento KRAB. La RNA
polimerasa Ill (Pol Ill), inducida por tetraciclina, fue creada por la union de un
elemento de respuesta Tet que consiste en 7 repeticiones directas del tetO 19-mer
del operdn tet, a un promotor pequefio promotor del shRNA U6. La figura 5
muestra la estructura del vector pSingle y sus caracteristicas mas importantes en

cuestion de funcionalidad.

Scal (6485) P
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M bSingle-tTS-shRNA
6991 bp

cMv
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EcoRI (36
coRl (3699) Scal (3357)

Figura 5. Imagen representativa del vector pSingle. En el
esquema se pueden observar el promotor P-TRE-U6, seguido
del sitio de corte para insertar al DNAds que formaré al shRNA.
También se puede observar el sistema de silenciamiento
controlado por tetraciclina tTS, (Clontech).

6.11. Disefio de primers

6.11.1. Disefio de primers de silenciamiento del gen romol.

El disefio de primers se realiz6 tomando un fragmento de la region codificante de
240 pb del gen romol (GenBank: NM_001164216.1, NCBI). A partir de estas pb
seleccionadas (blanco o target (en inglés)), se tomoé en cuenta el software sShRNA

Sequence Designer de Clontech (disponible en la web) para poder disefiarlos.

Es necesario sintetizar dos primers complementarios (cadenas sentido y
antisentido) por cada sitio blanco (target). La figura 6 ilustra la estructura de los

primers una vez hibridados:
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Target sense sequence Target antisense sequence Test RE

Xhol ¢ Hairpin Loop Terminator site (Miul)

Upper strand 5'-TCGAGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTCAAGAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTTT-NNNNNN-A-3'
Lower strand 3'-CCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAGTTCTCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAAA-NNNNNN-TTCGA-5'
Hindlll
Figura 6: Estructura general de los primers de silenciamiento hibridados. En cada extremo
5’contiene los sitios de restriccion Xhol y Hindlll respectivamente. Un sitio de G al extremo 5’ de
la secuencia blanco. Una secuencia corta del gen a silenciar y una secuencia de poliA.

Estos primers son disefiados de manera diferente a los convencionales y se

tomaron en cuenta los siguientes puntos:

1. Un sitio de restriccion sobresaliente en el extremo 5°en la cadena
sentido (se muestra como upper strand en la figura 6), y un sitio de
restriccion sobresaliente en el extremo 5°de la cadena antisentido (lower
strand) para la enzima HindlII.

2. Un residuo de guanina agregado corriente arriba del extremo 5 del
“target” en la cadena sentido, si el blanco no inicia con una purina (es el
sitio de inicio de la transcripcion preferida por la Pol 1lI).

De 19 a 21 pb de secuencia blanco (del gen a silenciar).

4. De 7 a 9 nucleétidos de secuencia para formar el bucle en horquilla; el
software tiene predefinidas varias).

5. La secuencia antisentido de la secuencia blanco.

6. Un terminador de secuencia para la RNA Pol lll, que consiste entre 5 a 6
nucleodtidos de timina (poli-T).

7. Se recomienda (no esencial) un sitio de corte para la enzima Mlul.
8. Finalmente, un residuo de adenina para completar el sitio de corte de la
enzima Hindlll.

Una vez que los primers se hibridado y clonaron dentro del vector pSingle, la
magquinaria transcripcional generara un transcrito que se plegara y formara en

shRNA, quien sera el responsable de iniciar el proceso de silenciamiento.
Para este trabajo se disefid el siguiente juego de primers de silenciamiento:
Romol-sil-fwd: 5°-TCG AGG GCC ATT GGA ATG GGC ATA TTC AAG AGA TAT

GCC CAT TCC AATGGC CTTTTT A-3".
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Romol-sil-Rvs: 5°- AGC TTA AGG CCA TTG GAA TGG GCA TAT CTC TTG AAT
ATG CCC ATT CCA ATG GCC C-3".

6.11.2. Disefio de primers de expresion de la cds de romol.

Se disefiaron dos juegos de primers de expresion de romol para determinar la

expresion de romol mediante RT-PCR.

Tablal: Primers disefiados para el silenciamiento y determinacion de la expresion del gen romol.

Nombre del o
, Secuenciade 5’ -3’ . Amplicon
primer
Romo1l-1-fwd AAGGATCCGGGCCGGTGGCCG 240 pb
(todo la cds

Romol-1-rvs TTGAATTCTTAGCATCGTATGCCCATTCCAATGGCC del )

el gen
Romo1-2-fwd TGTCTCAGGATCGGAATGCG 91 bb
Romo1-2-rvs GCCATGAAAGTGCCAAACGTG P

6.12. Alineamiento de primers de silenciamiento.
Los primers se diluyeron a 100 uM en agua destilada estéril (grado biologia
molecular) y se realiz6 una mezcla de alineamiento (9 yl de Romol-s, 9 yl Romol-
as, 2 pl de Buffer de alineamiento 10X). El ciclo de temperaturas para el
alineamiento se realiz0 por medio de una sucesion de decrementos de

temperatura de dos partes, de la manera siguiente:

Primera parte: 95°C, 78°C, 74°C, 70°C, 67°C, 63°C, 60°C, 56°C, 53°C, 50°C, 48°C,
46°C, 44°C, 42°C, 40°C, 39°C, 37°C, 36°C, 35°C, 34°C, 33°C, 32°C, 31°C------------

---5 minutos en cada paso.

Segunda parte: 30°C, 28°C, 24°C, 22°C, 20°C------------- 10 minutos en cada paso.
Para esta etapa, se obtuvieron los primers alineados y el vector linearizado, listos

para su ligacion,

6.13. Clonacion de los primers alineados dentro de pSingle.
Despueés del alineamiento de los primers, la mezcla de reaccion de diluyé 50x para
clonarse dentro del vector pSingle linearizado y con los sitios de corte especificos
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complementarios a los de los primers alineados. La ligacion del vector con el
inserto se realiz6 utilizando T4 DNA ligase (Promega) en la reaccién de ligacion (2
Ml pSingle lineal, 2 pl Primers alineados, 1 ul de buffer de ligacion 10X, 1 ul
Ligasa (1 unidades/ul) y H20 a un volumen final de 10 ul). La mezcla se dejo a

4°C toda la noche.

6.14. Secuenciacion.

La construccion de silenciamiento se secuencié por PCR en tiempo real mediante
un secuenciador automatico de DNA, ABI PRISM 3100 Avant (Applied
Biosystems) en el Laboratorio Divisional de Biologia Molecular de la UAM-I. El
inicio la de secuenciacion se marcé por la secuencia Sing-Tet-U6-R, que va de
4999-4967 pb (5'-GAAGC GGAAG AGCGC CCAAT ACGCA AACCG CCT-3). El

analisis de los resultados de la secuenciacion se realizé en el programa ApE.

6.15. Transfeccion e induccion del silenciamiento.

e La transfecciobn de la construccion de silenciamiento, asi como de los
vectores vacios se realizd en células Rinm5f en fase de crecimiento
exponencial en platos de 6mm. Se cambié a medio sin suero al menos 5
horas antes de realizar la transfeccion. Antes de la transfeccion se esterilizo
la construccién y el vector vacio (control) para eliminar los riesgos de
contaminacion por nucleasas, proteinas o bacterias, calentando a 80°C
durante 20 minutos en el termociclador. Para la transfeccion se agregaron
2ml de medio Opti-MEM® en 4 tubos falcon de 15 ml y en dos de ellos se
agregd cada muestra de DNA de 0.8-1 ug. A los dos restantes se les
agreg6 40 ul de Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific) y estas
mezclas se dejaron incubar por 5 minutos. Después se juntd el medio
medio Opti-MEM® con lipofectamina y el medio Opti-MEM® -DNA para
formar el complejo DNA-lipofectamina, se incub6 por 20 minutos. Por ultimo
se sustituyé el medio sin suero de las células por el medio Opti-MEM® con
el complejo DNA-lipofectamina, se homogenizé por movimiento e incubo
por 24 horas, después de las cuales se indujo el silenciamiento agregando

doxiciclina 1 pg/ml.
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6.16. Extraccion de proteina para Western blot.

Posterior al tiempo del tratamiento, las células se lavaron dos veces con PBS frio y
después se agregaron 200 ul de PBS frio y las células fueron despegadas usando
un gendarme estéril, la suspension celular se centrifugé a 2000 rpm durante 15
minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se le agreg6 de 30-60 ul de buffer
de lisis celular Rippa adicionado con 0.01% de &cido desoxicélico dependiendo del
tamafo del boton celular. Para completar la lisis, la suspensién celular fue agitada
15 segundos cada 5 minutos durante media hora, manteniendo en hielo. Para
obtener la proteina, la suspension se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos,
se recuperd el sobrenadante y la proteina se alicuoteé y cuantific6 mediante
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

6.17. Western blot de Romol.
Para determinar la expresion de Romol, se utilizaron 100 ug de proteina, la cual
se separd por electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% en presencia de
SDS al 0.1%, usando un voltaje de 120 V durante 1.5 horas. Posteriormente la
proteina se transfiri6 a una membrana PVDF durante 1 hora en transferencia
hameda a 120 V. La membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% en
TBS-Tween durante 1 hora en agitacion suave y constante. Para la deteccion de la
proteina, la membrana se incubé con el anticuerpo primario Anti-ROMO1
TA505611, Clone OTI5G8 (Origene) 1:2,000 diluido en TBS-Tween, durante toda
la noche en agitacién suave y constante a 4 °C, tiempo después del cual se lavo 2
veces con TBS-Tween por 15 minutos y se incub6 con el anticuerpo secundario
antimouse acoplado a peroxidasa (Amersham™ ECL™ Anti-Mouse IgG,
Horseradish PeroxidaselLinked Species-Specific Whole Antibody (from sheep)
1:8000, diluido en TBS-Tween. Después se lavd 2 veces mas en TBS-Tween por
15 minutos. La membrana se reveld6 con 2 ml de sustrato luminiscente
(SuperSignal® West Pico Substrate, Pierce). Como control de carga se marco
actina (santa cruz sc-13065 42 kDa). Las bandas se cuantificaron por

densitometria usando el programa ImageJ (NIH).
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6.18. Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA total se obtuvo mediante TRIzol® reagent (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo el protocolo del reactivo sin modificaciones. En el caso de
tejidos para realizar la extraccion se homogenizaron de 50-100 mg de tejido, al
cual se le agrego 1 ml de Trizol. Para el caso de cultivo celular, se agregé 1 ml de
Trizol por cada 10cm? directo a las células (previamente lavadas con PBS), las
células se pipetearon por pipeteo continuo. La mezcla se incub6 5 minutos a
temperatura ambiente, tiempo después del cual se agregaron 0.2 ml de cloroformo
y se homogenizo vigorosamente por 15 segundos. Se incub6 la mezcla 2 minutos
a temperatura ambiente y después se centrifugd a 12000xg por 15 minutos a 4°C.
Se recupero la fase acuosa en otro tubo y se agreg6é 0.5 ml de isopropanol, se
incubo6 por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12000xg por 10
minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se lavé el pellet con 1ml de etanol al
75%. La mezcla se agitd brevemente y se centrifugé a 7500xg por 5 minutos a
4°C. Se elimind el sobrenadante y el pellet de RNA se secO parcialmente y se

solubilizé con agua DEPC. Las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

6.19. Electroforesis en geles con formaldehido para determinar la integridad
de RNA

Por cada 100 mL de solucién de agarosa se necesitaron de 1.2 g de agarosa + 87
mL de agua (destilada estéril), la mezcla se fundidé al microondas. Entre 50-55°C,
se le agregaron 10 mL de MAE 10X. En la campana de extraccion, se le
agregaron 3 mL de formaldehido al frasco. Tras gelificacién, se colocé dentro del
tanque de electroforesis buffer MAE 1X. Se colocaron 1:1 las muestras de
RNA/Buffer de carga para RNA (formamida, formaldehido, MAE10X, glicerol 80%,
azul de bromofenol y Gelred), se colocaron dentro de cada pocillo y se corri6 el gel
1 hora a 100 V. Las bandas se visualizaron con la luz ultravioleta, en el
fotodocumendador, donde también se tomoé la foto correspondiente a cada gel.

6.20. Electroforesis en geles de agarosa.

Para separar fragmentos de ADN, para su analisis o posterior extraccion, se

ocuparon corrieron las muestras en geles de agarosa 1%, para un gel de 40 mL.
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Se pesaron 0.40 gr. de Agarosa y se diluyeron con 40 ml de TBE 0.5X, la mezcla
se calent6 en microondas hasta que se diluyé completamente, se dejé enfriar un
poco y se agreg6 al molde de electroforesis alineado e inmediatamente se agregé
el peine adecuado. Una vez gelificada la agarosa, se agrego el molde a la cubeta
de electroforesis y se rellend con buffer de corrida TBE 0.5X. Para cargar las
muestras, se ponen 2 uL de LB 6X con 5 uL de muestra de DNA y se utilizé el
marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA ladder (Thermo Scientific). Se
corrié el gel 1-1.5 horas a 80 V. Para observar las bandas correspondientes al
DNA, después de la electroforesis, se puso el gel en un recipiente de plastico y se
cubri6 completamente con el reactivo Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega)
1:10,000 en TBE 1X, protegiendo de la luz, en agitaciéon suave y constante por 30
minutos. Las bandas se visualizaron con la luz ultravioleta, en el
fotodocumendador, donde también se tom¢ la foto correspondiente a cada gel.
6.21. Purificacion de vectores, cds’s y genes directo de gel de agarosa

Después de la electroforesis, se visualizaron las bandas con luz ultravioleta y se
cortaron las bandas de interés, se pusieron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, a los
cuales se agregaron 10 ul de solucion de unién a membrana por cada 10mg de
gel, esta mezcla se agité por vortex y se incubé a 50-65°C hasta que el gel se
disolvi6 completamente. Por otro lado, se insert6 una Minicolumna SV dentro de
un tubo colector. Se transfirié el gel disuelto a la Minicolumna y se incubd a
temperatura ambiente por 1 minuto, después del cual se centrifugé a 16,000 x g
por 1 minute. Se desecho el sobrenadante y se agregaron 700ul de solucion de
lavado de membrana (adicionada con etanol), la mezcla se centrifugé a 16,000 x g
por 1 minuto. Se repitié el lavado con 500ul de solucién de lavado de membrana y
centrifugando 5 minutos. Se vacio el tubo colector y se centrifug6 la columna por
un minuto con la tapa de la centrifuga abierta para eliminar rastros de etanol. La
columna se transfirié a un tubo de centrifuga estéril y se le agregaron 50ul de H20
libre de nucleasas, incubando durante 1 minuto y centrifugando a 16,000 x g por 1

minuto. EI DNA recuperado se guardé a -20°C hasta su uso.
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6.22. RT-PCR.

Para determinar cambios en la expresion génica de Romol y de la GADPH se
realiz6 RT-PCR con el kit SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with

Platinum® Taq DNA Polymerase. Los ciclos fueron los siguientes:
1 ciclo - 55°C por 30 minutos
1 ciclo - 94°C por 2 minutos
45 ciclos - 94°C por 15 segundos.
58.1 °C por 30 segundos
68.1 °C por 1 minuto
1 ciclo - 68°C por 5 minutos.

Para amplificar a EGFP s se realizd6 PCR con el kit SuperScript® Il First-Strand

System for RT-PCR con Taqg DNA Polimerasa. Los ciclos fueron los siguientes:
PCR: 1 ciclo - 95°C por 3 minutos
35 ciclos - 94°C por 30 segundos.
60°C por 50 segundos
72 °C por 1 minuto
1 ciclo - 72°C por 5 minutos

6.23. Tratamientos con HGF
Para tratar a linea celular, se tomaron células en fase de crecimiento exponencial
en cajas de 6mm en medio sin suero, al cual se le agregé HGF (Peprotech) a 50

ng/ml.

En el caso de los ratones, se traté a ratones CD1 con HGF 20 ug/kg, diluido en
PBS tibio y estéril.
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7.0. Resultados

7.1.0. Estudio de la expresién de Romol en el raton.

La proteina Romol, como reguladora de ROS celular, tiene un papel importante
en diversos 6rganos humanos, tal como se ha mencionado en la bibliografia. Para
determinar los niveles basales de ROMO1 en diversos 6rganos del ratén CD1, se

extrajo RNA total y proteina de varios 6rganos, tal como lo muestra la figura 7.

Higado Pulmén Bazo Corazoén
Pancreas Estomago RifdN Ovario

Figura 7: Integridad del RNA usado en el analisis por RT-PCR. Gel de agarosa al 1% con
formaldehido que muestra el resultado de la integridad de diversas muestras de RNA extraidas de

raton de la cepa CD1.
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7.1.1. RT-PCR para la obtencion de romol.

Para determinar la expresion génica de romol, se realizaron ensayos de RT-PCR
mediante un gradiente de temperaturas para obtener la Optima de alineamiento.
Los ensayos se realizaron con los dos juegos de primers disponibles para romol.
En el caso del primer juego de primers, que flanquean 240 pb, se encontr6é que la
temperatura Optima de alineamiento fue de 57.7°C, tal como se muestra en los
recuadros rojos de la figura 8, donde se observan bandas fuertes y bien definidas,
lo que implica una buena amplificacion a la temperatura anterior, por lo cual se
ocupo en los experimentos posteriores. En el caso de la amplificacion de 91 pb de
este gen, ocupando el segundo juego de primers, resultd que las temperaturas
Optimas fueron de 55.3 y 57.7, por lo que se eligioé usar 55.7 en adelante, tal como

se muestra en la figura 9.

Marcador de peso en pb

] romol
< | Banda
613 55 596 637 577 613 55 596 637 inespecifica

Ten®C 63.7 577 613 55 59.6 37 577 613

Figura 8: Gel de agarosa al 1% que muestra el resultado del gradiente de temperaturas de
alineamiento en PCR para determinar la temperatura 6ptima de obtencion de romol utilizando el
primer juego de primers, que amplifica para 240 pb. En el recuadro rojo se muestran las bandas
correspondientes a romol que amplificaron mejor, ambas en una temperatura de 57.7 °C, la cual

se utilizé para amplificar a romol en adelante.
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Marcador de peso en pb Marcador de peso en pb

-
B 1000
~

500
200 - 250

Banda inespecifica
L e e
romo.

50 553 59.2 625 67.7 527 557 608 64.7

Ten®C 52.7 55.7 60.8 64.7 50 55.3 59.2 625 67.7

Figura 9: Gel de agarosa al 1% que muestra el resultado del gradiente de temperaturas de
alineamiento en PCR para determinar la temperatura 6ptima de obtenciéon de romol utilizando el
segundo juego de primers, que amplifica para 91 pb. En el recuadro rojo se muestran las bandas
correspondientes a romol que amplificaron mejor, ambas en temperaturas entre 55.3 y 57.7°C, por

lo que, al igual que en el caso anterior, se utilizé 55.7 °C para amplificar a romo1.

7.1.2. Caracterizacion de tejidos de raton CD1 con respecto a la expresion de

romol.

Se realiz6 la RT-PCR para determinar los niveles de romol con los dos juegos de
primers ocupados anteriormente. Cabe mencionar que el juego de primers 1, que
flanquea 240pb funcion6é mejor, con lo que, analizando los resultados con este par
de primers se observa que la expresién de romol es mayor en el corazén, ovario,
estdbmago e higado, en comparacion con el pancreas, pulmén, rifion y bazo, lo
cual puede sugerir una relevancia mayor de la proteina en estos 6rganos. En la
figura 10 se muestran encerrados en recuadros rojos las bandas correspondientes

a romol, con mayor expresion, de las muestras anteriormente mencionadas.
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Marcador de peso en pb  Higado Estomago  Pancreas Pulmén  Corazén Rifidn Bazo Ovario

gst 2 1 2 ' 1 2 1 2 1 2 1 2 2 a} 2 1 1 2
250 “E Juego de primers:
. 240 pb

e i N T (Np———

Figura 10: Gel de agarosa al 1% que muestra el resultado PCR para determinar la expresion de
romol en diversos érganos de raton CD1. En azul se marcan los fragmentos amplificados con el
juego de primers que flaguean 240 pb de romol vy en rojo los que solo flaquean 91 pb. En
recuadros se observan los fragmentos correspondientes a romol con la mayor expresion. Gel

representativo de al menos tres repeticiones

7.1.3. Caracterizacion de tejidos de ratdon CD1 con respecto a la expresion de la
proteina Romol.

Debido a que las proteinas pueden sufrir modificaciones traduccionales y post-
traduccionales, se realiz6 el analisis de la proteina Romol en los mismos tejidos
en los que se determind la expresion de romol mediante RT-PCR.
Interesantemente, tal como lo muestra la figura 11, el contenido de proteina de
Romol comparada con su expresion génica, que fue alta, se mantuvo sin cambio,
a diferencia del estbmago, corazon y el ovario, en donde disminuyé el contenido

de la proteina en comparacion con su expresion génica.

De igual forma, el pancreas y el pulmon, presentaron tanto niveles de expresion

como de proteina baja.

En este analisis de proteina se uso la tincion del gel con azul de Coomassie como
control de carga debido a que los diversos tejidos tienen niveles diferentes de

actina, por lo cual no se puede ocupar como control de carga.
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Higado Estémago Pancreas Pulmén Corazén  Rifién Bazo Ovario

Tincion azul de
Coomassie

Figura 11: Western blot de proteina extraida de diversos 6rganos de ratobn CD1, mostrando que el
higado, el rifién y el bazo tienen expresion alta en comparacién con los demas érganos. Como
control de carga se utilizé tincién de azul de Coomassie.

7.2.0. Estudio del efecto del HGF en el higado.

Dado que nos interesa saber la regulacion de HGF sobre Romol en el higado, se
realizaron tratamientos con HGF (20 ug/kg) en ratones CD1, posteriormente se

analizaron los niveles de expresion de romol y del contenido de la proteina.

7.2.1. Determinacién de los niveles de mensajero romol en higado de ratones
tratados con HGF.

Se inyectaron a los ratones con 20 ug/kg de HGF por via intravenosa en la vena
de la cola, y posteriormente se sacrificaron a 15, 30, 60 y 180 min. Al finalizar
estos tiempos los animales se sacrificaron y se extrajo el higado, del cual se aislé
RNA y se realizé un RT-PCR en las condiciones mencionadas en material y
métodos. Se encontrd que la expresiéon de romol incrementa a la hora de
tratamiento, lo cual se confirmé repitiendo una vez més el tratamiento a una hora.
En la figura 12 podemos observar la imagen representativa de los niveles de
expresion de romol, asi como la gréfica de la densitometria a los niveles basales

y a los 60 minutos de tratamiento.
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Figura 12: PCR para determinar la expresion de romol en ratones CD1 tratados con HGF. a) Gel
de agarosa al 1% que muestra la imagen representativa de dos experimentos independientes para
determinar la expresion de romol a diferentes tiempos de tratamiento con HGF. b) Densitometria
de dos experimentos independientes, mostrando el comportamiento de los niveles de romol a

niveles basales y a los 60 minutos de tratamiento con HGF.

7.2.2. Determinaciéon de los niveles de la proteina Romol en higado de ratones
tratados con HGF.

Se aislo proteina total de los higados de los ratones tratados con HGF y se realiz6
un Western blot para conocer el contenido de proteina de Romol. El resultado,
mostrado en la figura 13, indica que Romol incrementa a la hora de tratamiento,
efecto contrario en el observado con su mensajero, lo cual sugiere una regulacion

post-transcripcional.

Romo/Actina

1 3 6 12 HGF(h)

Figura 13: Contenido de Romol en diferentes tiempos de tratamiento con HGF en ratones CD1. a)
Imagen representativa de dos Western blot de proteina extraida de higado de ratén CD1 a
diferentes tiempos de tratamiento con HGF, se realizaron dos experimentos independientes. b)
Densitometria del comportamiento de los niveles de romol mostrando que la expresion de Romol
incrementa una hora de tratamiento con HGF
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7.3.0. Estudio de la expresion de romo1l en lineas celulares hepaticas

Para validar la relevancia de Romol en tejido hepatico, se decidié evaluar la
expresion en las lineas celulares hepéticas: AML12 (derivadas de tejido hepéatico
sano de Mus musculus, no tumorigénica), CFSC-2G (derivadas de células

estelares hepaticas de rata), y HepG2 (derivadas de un hepatoblastoma humano).

7.3.1. Determinacién de los niveles de mensajero romo1 lineas celulares hepaticas.

Utilizando los dos juegos de primers para el andlisis de la expresién de romol, se
aisl6 RNA total de las lineas celulares HepG2, AML-12 y CFS-2G, encontrando
que, en el caso del primer juego de primers, solo hay diferencias en los niveles de
romol en la linea celular AML-12, mas este incremento no es muy grande y que
no se encuentran diferencias en su expresién cuando se utilizan los juegos de

primers que flanquean 91 pb de romol (figuras 14 y 15).

a b
Marcador de peso en pb HepG2 AML-12 CFSC-2G
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Figura 14: Expresion de romol en diversas lineas celulares hepéticas. a) Gel de agarosa al 1%
mostrando los niveles de romol con el par de primers que flanquean 240 pb. b) Densitometria de

los niveles de romol indicando un ligero aumento en los niveles de la linea celular AML-12.
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Marcador de peso en pb HepG2 AML-12 CFSC-2G ~ Marcador de peso en pb

1000

500
250
e —r——————————*
pb
Ten°C S0 55.3 59.2 50 55.3 59.2 50 55.3 59.2

52.7 57.5 60.8 52.7 57.5 60.8 52.7 57.5 60.8

Figura 15: Gel de agarosa al 1% mostrando los niveles expresion de romol en diversas lineas
celulares hepaticas con el par de primers que flanquean 91 pb. No se muestran cambios en la
expresiéon de romol.
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7.3.2. Determinacién de los niveles de proteina Romol en lineas celulares
hepaticas.
Como se mencioné anteriormente, debido a las modificaciones post-
transcripcionales y post-traduccionales, se determinaron los niveles de la proteina
en las lineas celulares anteriores, encontrando que la linea celular que contiene
los nieves mas altos es la HepG2, seguida de la AML-12 y por ultimo, con niveles
muy bajos, la linea celular CFSC-2G. El resultado sugiere una relevancia mayor
en células del parénquima hepatico, de origen epitelial mas que mesenquimales

como puede ser la célula estelar, tal como muestra la grafica de la figura 16.

a b
5
% 15
o
&
3
HepG2  AML-12  CFSC-2G 2 1.0
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Actina — g
?g 0.0
S HepG2 AML-12  CFSC-2G

Figura 16: Contenido proteico de Romol en lineas celulares hepaticas. a) Western blot
representativo. b) Densitometria del Western blot. La grafica muestra el promedio de dos

experimentos independientes.
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7.4.0. Efecto del HGF en células RIN-m5F.

Para ganar mas evidencia y conocer preliminarmente que tanto se conserva en
otra linea celular diferente a las hepaticas, decidimos estudiar la expresion de
romol en la linea celular RIN-m5F, derivadas de un insulinoma de Rattus

norvegicus, con linaje de células beta pancreéticas.

7.4.1. Determinacion de los niveles del mensajero de romo1.

Se realizé la RT-PCR con RNA total aislado de las células tratadas con HGF por
diferentes tiempos. Se realizaron dos experimentos independientes y se comprobd
un aumento en la expresion de romol, con su punto maximo a los 60 minutos de
tratamiento y con una disminucion por debajo de los niveles basales a los 180, tal

como se muestra en la figura 17.

a HGF b
Marcador de pesoenpb  NT 15 30 60 180 (min) 47
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Figura 17: Expresion de romol de la linea celular RIN-m5F tratada con HGF. a) Gel de agarosa al
1%, mostrando la imagen es representativa de dos experimentos independientes en los que se
determind los niveles de expresion de romol. b) Densitometria. La grafica muestra el promedio de
dos experimentos independientes.

49



7.4.2. Determinacion del contenido de proteina de Romol.

Para determinar la expresion de la proteina Romol, se tratd a células RIN-m5F
con HGF a diferentes tiempos y se realizé un Western blot, encontrando que la
expresion de Romol incrementa significativamente a las 24 h de tratamiento con

HGF (figura 18).

a b »
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Figura 18: Expresion de Romo1l en la linea celular RIN-m5F tratada con HGF a diferentes tiempos.
a) Western blot mostrando tres tratamientos de células RIN-m5F a diferentes tiempos. b)
Densitometria del Western blot. La gréfica muestra el promedio de al menos tres experimentos

independientes.
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7.5.0. Disefio e implementacion de un vector de silenciamiento de romo1.

Aunque hay indicios de que la proteina Romol modula la produccién de ROS, su
rol y su mecanismo de accién no estan definidos. Sin embargo, estudios del grupo
de investigacion indican que esta proteina esta involucrada en diversos procesos
fisiologicos (Chung et al., 2006), principalmente patologicos, pues se encuentra
incrementada en diversas lineas celulares cancerosas, entre ellas las derivadas de
HCC, donde tiene una participacion importante en el desarrollo de invasividad
tumoral (Chung et al.,, 2012), lo que aumenta su actividad invasiva, en
comparacion con las células control. De igual forma, en pacientes con HCC los
niveles de Romol se incrementaron en 63 de 95 muestras, sugiriendo una
correlacion inversa entre la sobreexpresion de Romol y los tiempos de
supervivencia de los pacientes. También se correlaciona su expresion con el
tamafio del tumor, (Chung et al., 2014, Lee et al., 2015) por lo que se propone
como blanco en terapias contra el cancer. Por todo esto, se considerd importante
el uso de herramientas genéticas moleculares para el estudio controlado de la

regulacion de esta proteina en hepatopatias.

Para el estudio regulado de Romol, se decidio silenciar al gen que codifica a esta
proteina, mediante la transfeccion celular de un vector plasmidico que produjera
un shRNA para silenciar romol de manera inducible, por lo que se eligio al vector
pSingletTS-shRNA (Clontech) y se disefiaron primers con una secuencia
homologa a gen romo1l, tal como se indica en material y métodos. La eleccion del
vector pSingle nos confiere muchas ventajas pues en E.coli es de alto numero de

copias y confiere resistencia a ampicilina, ademas tiene la caracteristica de que su
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expresion transcripcional esta controlada un supresor transcripcinal (tTs) potente
inducible por tetraciclina y sus derivados, por lo que unicamente se silenciara a
romol cuando se agrege doxiciclina al medio de cultivo con las celulas

transfectadas con la construccion de silenciamiento.

Caracterizacion del vector pSingle-tTs-shRNA (pSingle).

El primer paso para realizar esta construccion fue la caracterizacion del vector por
medio de su linearizacidén por digestion enzimatica doble con las enzimas Hindlll y
Xhol, de su sitio de clonacion, con la finalidad de tenerlo listo para su ligacién con
el inserto, lo que se realiz6 de manera eficiente, tal como se muestra en la figura

19.

b Digestién de pSingle
Ladder 1 kb Xhol Hindlll
- -
pSingle-tTS-shRNA 10,000 pty ' 3
6990 bp et 8000 pb : ’ B
6000 pb - . '

Fw
-
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polyA*

Figura 19: Caracterizacion del vector pSingletTS-shRNA. a) Imagen representativa del vector
pSingle de 6990 pb. b) Gel de agarosa al 1% mostrando el vector linearizado, listo para clonar el

inserto que generara el shRNA que silenciara a romol.

7.5.1. Hibridacion de primers.

El inserto para generar el shRNA y silenciar a romol es en realidad un par de
primers alineados, formando una molécula de DNA de doble cadena que a su vez

formaron extremos protuberantes, de manera tal que el extremo 5  se
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complementa con un sitio de corte generado por la enzima Xhol y el extremo

3’con el sitio generado por la enzima Hindlll (Figura 20 a).

Una hibridacion positiva se pudo obtener al transformar el producto de su ligacion
con el vector pSingle. Esto se logré cuando se utilizé el “buffer de alineamiento” y

bajo las condiciones especificadas en “materiales y métodos”.

Xhol Primers alineados Hindlll

|pSingle Xhol-Hindll

250

Figura 20: Alineamiento de primers. a) Representacion esquemética de los primers alineados con
las secuencias de corte para las enzimas de restricciéon Xhol y Hindlll. b) Gel de agarosa al 1%

mostrando el vector linearizado con los mismos sitios de corte.
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7.5.2. Clonacion de los primers alineados dentro de pSingle.

La ligacion de los primers alineados con el vector pSingle lineal se realizo
conforme al protocolo de la ligasa, tal como se indica en material y métodos. De
las transformantes positivas se seleccionaron 2, denominadas Sil1N y Sil5F de las
cuales se extrajo el DNA y se lineariz6 mediante digestiéon enzimatica simple y
luego doble usando las enzimas de restriccion Xhol y Hindlll para comprobar la
presencia del inserto, tal como se muestra en la figura 21. Como control se corrié

el vector vacio linearizado de la misma forma.

Marcador de peso en pb pSingle H pSingle H-X SilINH SilIN H-X SilSFH  SilSF H-X
s - . 2 M : o+

' -
-
- * - Muestras alineadas
1 | Banda inespecifica

.

10,000

8000

V
6000 |

L

Figura 21: Gel de agarosa al 1% mostrando la clonacién de los primers alineados dentro del vector
pSingle en dos transformantes: SillN y Sil5F, linearizadas mediante digestion enzimatica con Xhol

y Hind Ill para comprobar la presencia del inserto.

7.5.3. Secuenciacion.

Para comprobar la clonacion correcta del inserto en el vector pSingle, de las
construcciones resultantes de las dos clonas anteriormente mencionadas se
extrajo el DNA plasmidico y se secuencid. La secuenciacion se llevd a cabo a
partir de la secuencia Sing-Tet-U6-R. El analisis de la secuenciacion mostré que
dentro del producto de la secuenciacién se encuentra una parte de la secuencia
del primer s-Romol (que genera el sShRNA) seguida de la secuencia del sitio de

corte para la enzima Xhol, lo que demuestra la presencia del inserto en pSingle,
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comprobandose asi la presencia del inserto en el vector: construccion de

silenciamiento SilRomol (figura 22).

a g" * 10 * 20 & 30 * 40 * 50 o 60 = 70 * eo = 90
4186 |/CCTGACGTARCTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAAGCTCAGATCTCTTTCGTCTICACT TGAGTTTACTCCCTATCAGTGATAGAGAACGTAT|

4279 |GTCGAGT TTACTCCCTATCAGTGATAGAGAACGATGTCGAGT TTACTCCCTATCAGTGATAGAGARCGTATGTCGAGT TTACTCCCTATCAGT
4372 |GATAGAGARCGTATGTCGAGTTTACTCCCTATCAGT GATAGAGRACGTATGTICGAGTTTATCCCTATCAGIGATA gjio de corte Xho | |
4465 |TACTCCCTATCAGTGATAGAGAACGTATGTCGAGGTAGGCGTGTACGGTCATATGCTTACCGTAACT TGAAAGT A v v cra e e vaa v e e
4558 ATATATCTIGIGGARAGGACGACTCGACGGCCATIGGAATGECCATATICARGAGATATGCCCATICCAAT

4837 CGGCCARCGCGCGGGGAGAGECEETTTGCETATTIGEGCECTCTTCCGCTTICCTCG]
4930 CTCACTGACTCGCTGCGCTCGETCGT ICGGECTGCGGCGAGCEETATCAGCTCACTCARAGGCGGTARTACGGTTATCCACAGRATCAGGGGAT !
5023 AACGCAGGARAGAACATCTGAGCAAAAGGCCAGCARANGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGECGTTITTCCATAGGCTCCGCCCC
5116|CCTGACGAGCATCACARARRTCGACGCTCARGT CAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGRAGCTCC
5209 |CTCGTGCGCICTCCTGTI TCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTICTCCCTICGGGARGCGTGGCGCTITCTCATAGCTCACEC|

’@ " 10 o 20 w 30 w 40 " 50 w &0 ' 70 * 20 o 90

b Inicio: Sing-Tet-U6-R.
Resultado de Secuenciacion
Secuencia del oligo S-Romo1 SilRomol.
Traslape de la secuencia del oligo con el resultado de
la secuenciacion: Subrayado en blanco. Sicaonciciiit 4631..4874‘

"%

Figura 22: Analisis de la secuenciacion de la construccion de silenciamiento SilRomol. a)
Resultado de la secuenciacién dentro demostrando la clonacion de los primers alineados dentro
del vector como la secuencia que translapa a los primers para generar el shRNA de romol dentro
del producto de la secuenciacion, a su lado se observa encerrado en el recuadro rojo la secuencia

del sitio de corte para la enzima Xho I.

7.5.4. Comprobacion de la eficiencia de la construccion SilRomol.

Para comprobar el nivel de silenciamiento transiente de romol, se analizaron los
niveles de Romol, en células RIN-m5F transfectadas, como control del
experimento se utilizd células sin transfectar, como control de la transfeccion se
transfect6 a células con el vector pSingle vacio (Mock) y por ultimo se transfecto la
construccion SilRomo1l, y se indujo el silenciamiento. El analisis de los niveles de
Romol mediante Western blot indica que el silenciamiento es de al menos el 48%

segun densitometria mostrada en la figura 23.
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Figura 23: Andlisis de la expresién de Romol en la construccién de silenciamiento SilRomol
inducida en célulasRIN-m5F. a) Western blot mostrando los niveles de expresion de Romol en la
construccion, como control del experimento se utilizé células sin transfectar, como control de la
transfeccion se transfect6 a células con el vector pSingle vacio (Mock) y por Gltimo se transfecto la
construccion SilRomol. La letra “d” indica que fue inducido el silenciamiento. b) Densitometria
mostrando los niveles de expresion de Romol, la cual indica que el silenciamiento es de al menos
el 48%.
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8. Discusion.

La mayoria de las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por la
cadena respiratoria. Un desbalance en la produccion de ROS altera la
homeostasis celular redox que puede causar dafio al DNA, conduciendo a una
inestabilidad gendmica, la cual contribuye a la generacion de diferentes patologias
como cancer. Debido a que Romol ha sido involucrada en procesos
carcinogénicos (Chung et al., 2006, Hwang et al., 2007, Chung et al., 2012, Kim et
al., 2014, Lee et al., 2014, Lee et al., 2015, Shyamsunder et al., 2015, Wu et al.,
2015), en esta tesis nos enfocamos a caracterizar los niveles basales de Romol
en diferentes 6rganos del ratén de la cepa CD1 y a determinar los niveles de ésta
proteina después de un tratamiento con HGF, ya que esta molécula esta implicada
en procesos carcinogénicos y en el Laboratorio de Fisiologia Celular de la UAM-I,
se tienen antecedentes del aumento de esta proteina en ratones tratados con
dieta aterogénica y con supresion génica en el receptor c-Met, del cual HGF es su

ligando.

Se decidi6 estudiar a Romol en funcién de los 6rganos debido a que Romol ha
sido implicada en diversas patologias humanas, como en glioblastomas (cerebro)
(Yu et al.,, 2015), en cancer gastrico (estbmago) (Wu et al., 2015), en anemia
Fanconi (sangre) (Shyamsunder et al., 2015), fibrosis pulmonar idiopatica (Shin et
al.,, 2013), tumores pulmonares (pulmén) (Lee et al.,, 2014), y en cancer

hepatocelular (HCC) (Chung et al., 2012, Chung et al., 2014, Lee et al., 2015).

Los resultados de este proyecto indicaron que a nivel de RNAmM, romol se
expresd a niveles altos en 6rganos como corazén, ovario, estbmago e higado,
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resultado similar al encontrado por (Chung et al., 2006), donde evalud la expresion
de RNAm de ratdn y encontr6 a esta proteina expresada en rifion, cerebro e
higado. Cabe destacar que (Chung et al., 2006) no especifica la cepa de raton

utilizada.

A diferencia de (Chung et al., 2006) nosotros también estudiamos los niveles
proteicos de Romol y encontramos que los niveles de higado, rifidn y bazo son
altos, mientras que en el estbmago, pancreas, pulmén, corazéon y ovario se

mantienen bajos.

Comparando los niveles de RNAm con los proteicos de Romol, se observa que el
higado mantiene los niveles altos tanto de RNAm como de proteina, a diferencia
del estbmago, corazén y el ovario, en donde disminuyé el contenido de la proteina
en comparacion con su expresion génica, lo que sugiere que romol tiene

regulacion post-transcripcional.

Romol induce la produccion de ROS, indispensables para la proliferacion en
células normales y cancerosas, y se ha demostrado que la reduccion de su
expresion decrementa los niveles normales de ROS, inhibiendo el crecimiento
celular canceroso, inmortalizado y de células normales (Na et al., 2008); por lo que
no es raro encontrar niveles altos de proteina en el higado debido a que sus
funciones normales (sintesis de proteinas plasmaticas, desintoxicacion de
farmacos, almacenaje de vitaminas y glucégeno, sintesis y secrecion de bilis,
sintesis y almacenaje de hierro, entre otras), obligan a este 6rgano a tener una

tasa de proliferacion celular alta.
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Se ha reportado una expresion alta de Romol en la mayoria de las lineas
celulares cancerosas, como H146, H211, H1299 (cancer de pulmdén humano),
SiHa (carcinoma de cérvix) y RKO (carcinoma de colon), asi como una
sobreexpresion en las lineas celulares no transformadas Vero (Rifidn de mono) y

293T (Rifibn humano) (Chung et al., 2006).

En el caso del pancreas y el pulmon en condiciones normales, se presentaron y se
mantuvieron tanto niveles de expresion como de proteina a la baja. Como se
menciono antes, estudios en tumores y cancer de pulmon, encontraron implicada
en altos niveles a Romol, por lo que haber obtenido esta proteina en niveles bajos
en un ratén sano, solo confirma que efectivamente, tal como lo propone el analisis
de las lineas celulares y los estudios de (Shin et al., 2013) y (Lee et al., 2014), el
incremento de Romol se encuentra implicado en procesos patolégicos del

pulmén.

Debido a que se encontrd6 una expresion basal alta en células de higado, se
realizd el estudio de lineas celulares hepaticas, en donde se encontré que los
niveles de expresion proteicos de Romol fueron mas altos en la linea celular
cancerosa HepG2, lo que coincide con la literatura (Chung et al., 2012), y
comparada con otras las lineas celulares estudiadas, AML-12 y CFS-26, indican
gue Romol podria tener una mayor relevancia en células del parénquima hepatico
de origen epitelial mas que en células mesenquimales, y que podria estar

involucrada en procesos fisioldgicos importantes en el higado.

HGF es una proteina producida por células de origen mesenquimal, Unico ligando
del receptor c-Met, HGF/c-Met estan involucrados en muchos procesos biologicos
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normales (principalmente durante el desarrollo embrionario y procesos
regenerativos). Sin embargo, la sefializacion MET también esta involucrada en el
crecimiento tumoral, invasion, resistencia a la terapia, angiogénesis y
especialmente en la generacion y mantenimiento de las células madre cancerosas

(Garajova et al., 2015).

(Chung et al., 2012) evaluaron la capacidad invasiva de células HepG2 a las que
se silenci6 Romol y se les aplic6 HGF (40 ng/mL) encontrando que este
silenciamiento suprime parcialmente la invasion celular, por lo que se sugiere que
las células HCC requieren a Romol para incrementar su actividad invasiva, sin

embargo, el mecanismo por el cual lo hacen no se ha descrito.

Para evaluar los efectos del HGF sobre Romol en el higado, se traté a ratones
CD1 con HGF 20 ug/kg y se evaluaron los niveles de RNAm y proteina,
encontrando que, con respecto al control, a la hora de tratamiento los niveles de

RNAmM disminuyeron y los de proteina aumentaron de manera discreta.

Hace falta medir los niveles de proteinas antioxidantes y ROS bajo esos
tratamientos, ya que podria ser que este incremento en Romol se deba a que
éstas disminuyan y el estado celular sea de estrés reductor transiente, durante el

cual y como efecto compensatorio, Romol transfiera ROS al citosol.

Para evaluar los efectos del HGF sobre Romol en otro sistema (linea celular), se
traté a células RIN-m5F (50 ng/mL) y se encontré un aumento del mensajero a la

hora del tratamiento y un pico de expresién proteico maximo a las 24 horas. Lo
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gue sugiere gue Romol sufre una regulacién post-transcripcional ante el estimulo

con el HGF.

Resultados encontrados por nuestro grupo de investigacion indican que no hay
cambios en las ROS medidas por DCFI y DHE en las células RIN-m5F con estos
tratamientos con HGF, por lo que se propone estudiar los posibles efectos
compensatorios celulares ante el estimulo con HGF, como los sistemas pro

oxidantes (NADPH oxidasa).

Debido a la dificultad de estudiar a Romol por métodos como el Western blot y el
RT-PCR, se requiere de métodos no convencionales como el silenciamiento del
gen romol, por lo que se disefid, elaboré y comprobd la eficiencia de una
construccion de silenciamiento para romol, que facilitara el estudio controlado de

esta proteina en diversos sistemas.

Esta construccion servirA en estudios posteriores para evaluar el efecto del
silenciamiento del gen Romol en diversos sistemas estudiados relacionados con

hepatopatias
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9. Conclusiones.

Romol se expresa diferencialmente en los érganos del raton CD1.

Se sugiere que Romol tiene una mayor participacion fisiolégica en el higado,

debido a que por sus funciones, tiene una alta tasa proliferativa.

Romol podria tener una mayor relevancia en células del parénquima hepatico de

origen epitelial mas que en células mesenquimales.

Se disefo, elaboré y comprobo la eficiencia de una construccién de silenciamiento
para romol, que facilitara el estudio controlado de esta proteina en diversos

sistemas relacionados con hepatopatias y otras enfermedades (cancer).

10. Perspectivas

e Silenciar a romol en linea celular hepatica/hepatocitos (cultivo primario) y
tratar con HGF a la célula transfectada .

e Silenciar a romol en linea celular RIN-m5F y eventualmente en otros tipos
celulares y tratar con HGF a las células transfectadas.

e Hacer estudios de sobre expresion de romol y relacionarlo con la
sefalizacion del HGF.

e Analizar el promotor del gen romol para predecir la unién de factores de

transcripcion relacionados con la ruta HGF/c-Met.
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