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RESUMEN

El desarrollo de organismos multicelulares se sustenta en la compartamentalizacién de
funciones a través de la expresidn diferencial de genes en tipos celulares definidos, que
generan los diversos fenotipos celulares de cada tejido. Esta expresion depende de
sefales externas e internas a la célula que conforman una red reguladora que genera el
perfil especifico de expresion génica de cada tipo celular. A nivel traduccional, la fase
de iniciacion es el principal punto de control de la sintesis de proteinas, donde
participan varios factores de iniciacion (elF en eucariontes). El factor de iniciaciéon 3
(elF3) es el factor de mayor complejidad, que en humanos consta de hasta 13
subunidades. Una de ellas, la subunidad f, se le ha adscrito una funcién moduladora del
proceso. En células A549 el nivel de expresiéon del gen elF3f esta abatido en estado
quiescente, comparado con células en proliferacién, donde la expresion del gen elF3f
presenta dos maximos durante las fases S temprana y M del ciclo celular (perfil de
expresion bifasico). Nos interesé conocer si el perfil de expresion de elF3f en A549 era
especifico a esta linea celular o si su expresion es una caracteristica de células
humanas. Se determind el perfil de expresion del gen elF3f por experimentos tipo
Western blot en las lineas celulares humanas HepG2 y Ramos en cultivos
sincronizados en las diferentes fases del ciclo celular. Anterior a esto se realiz6 una
cinética de crecimiento para establecer las condiciones 6ptimas. Se realizaron cinéticas
de crecimiento para establecer las condiciones Optimas de resiembra y sincronizacion
en medio de cultivo MEM 10 % SFB. Resultados: La linea celular HepG2 y Ramos
presentaron caracteristicas morfolégicas que la distinguen de la linea A549 en cuanto a
que la linea HepG2 crece en islotes que se van agrupando al alcanzar una confluencia
superior al 90% y la linea Ramos no presenta una morfologia epitelial sino en
suspensién. El tiempo de duplicacion es mas prolongado (37 horas) en HepG2,
comparado con A549 (24 horas) mientras que la Ramos fue de (30 horas). La sincronia
de ambas lineas celulares fue mayor utilizando afidicolina 1 ug/mL. Al realizar los
experimentos tipo WB de ambas lineas celulares obtuvimos un perfil bifasico muy
semejante al de A549.



1. INTRODUCCION

Se admite hoy en dia que practicamente todas las enfermedades tienen una causa
molecular. Cualquier patologia, se relaciona en mayor o menor medida con alteraciones
en la estructura, propiedades, metabolismo o funcion de las moléculas. Entre las
causas que inducen la enfermedad se encuentran agentes fisicos, ambientales y
biolégicos como virus, bacterias, parasitos, y trastornos genéticos, hormonales,
inmunolégicos, nutricionales, etc. Todos ellos se traducen en disfunciones celulares,
temporales o permanentes, variaciones en la funcion de oOrganos y sistemas y se
reflejan, en ultimo término, en forma de enfermedad. Incluso aquellos debidos a
cambios externos, que obviamente son consideradas de causa no molecular, se
convierten una vez iniciados en enfermedades celulares. El que se relacionen distintas
patologias con alteraciones genéticas, especialmente aquellas que tienen un papel
clave en el control del ciclo celular, ha permitido comprender la trascendencia que tiene
conocer los mecanismos de funcionamiento de este control.

Asimismo, el conocer los elementos que regulan los procesos involucrados en la
divisién celular nos permite entender y, en su caso, solucionar patologias relacionadas

a problemas de divisién celular como el cancer.

Recientemente existen reportes en la literatura donde se estudian a las subunidades
de elf3 en relacion al ciclo celular. Higareda-Mendoza y Pardo Galvan (2010) reportan
que en células A549 el nivel de expresion del gen elF3f esta abatido en estado
quiescente, comparado con células en proliferacién, y que la expresion del gen elF3f
presenta dos maximos durante las fases S temprana y M del ciclo celular (perfil de
expresion bifasico). Asimismo Dong et al. (2009) reportaron que la expresion de la
subunidad a del factor multiproteico elF3 (elF3a) esta relacionada al ciclo celular,
mientras que la expresién de las subunidades b (elF3b) y d (elF3d) no lo estan. Ellos
reportan que la expresion de elF3a decrece en fibroblastos de raton (NIH3T3) durante
el estado quiescente, de manera similar a lo que se observo con elF3f en células A549
quiescentes; en cambio, la expresion de elF3b y elF3d es similar tanto en estado



proliferativo como en el estado quiescente. Esto nos sugiere que diferentes
subunidades de elF3 estan implicadas en distintos procesos celulares.

1.1 Ciclo celular

Todos los seres vivos se componen de células y estas se clasifican dentro de dos
categorias: las células procariotas, que son carentes de nucleo (dentro de los no
nucleados estan las arqueas, pero se consideran como un dominio aparte de las
bacterias); y las células eucariotas que son organismos nucleados. Cada célula se
origina a partir de la divisién celular de una célula preexistente, y al proceso mediante
el cual la célula se origina, crece y se divide es llamado ciclo celular (Margulis y col.,
2000). Para que el ciclo celular se presente se necesita de la activacidon de una
compleja cascada de traduccidon de sefales intracelulares, cuyos efectos se verifican en
la proliferacién celular de modo ciclico a través de una serie de pasos relativamente
bien caracterizados.

El periodo entre dos divisiones mitoticas define el ciclo celular somatico, y el
tiempo transcurrido desde el fin de una mitosis y el inicio de la siguiente es llamado
interfase. El periodo de divisién, correspondiente a la mitosis visible, es llamado fase M

(Lewin, 2000). Estos dos periodos a su vez se dividen de la siguiente manera:
Interfase, que consta de:

e Fase S (Sintesis): En esta etapa la célula duplica su material genético para
proporcionar una copia idéntica del genoma a cada una de las células hijas
resultantes al final del ciclo.

e Fase G1y G2 (Gap = intervalo): Entre la fase S y M de cada ciclo hay dos fases
denominadas intervalo en las cuales la célula es altamente activa en su
biosintesis, lo cual le permite incrementar su tamafo aumentando el nimero de

proteinas y organelos y proveer de material necesario para la siguiente fase.

Fase M. Mitosis: En esta fase se reparte a las células hijas el material genético
duplicado, a través de la segregacién de los cromosomas. Para su estudio se divide en:



e Profase
e Metafase
e Anafase

e Telofase

1.1.1 Fases del ciclo celular

La proliferacion de células eucariotas requiere periodos discretos de sintesis de ADN
(fase S) y division mitética (fase M) con un periodo postsintético, premitético llamado G2
y un periodo posmitotico, presintético llamado G1 (Stein y col., 2002) (Fig. 1).

www.fisicanet.com.

Figura1. Ciclo celular

Fase G1. Las células son llevadas de mitosis a esta fase, durante la cual ARNs y
proteinas son sintetizados, produciendo la masa necesaria para sostener la biparticion
celular; de esta fase pasa a la fase S. (Lewin, 2000). En G1 tardia se presenta el Primer
Punto de Control llamado “Punto de Restriccion” en mamiferos y “START” en levadura.
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La decisidén para entrar al ciclo celular en eucariotes es tomada durante G1, un tiempo
en el que las células estan listas para transducir sefiales de factores de crecimiento que
en ultima instancia interactian con la maquinaria basica de division celular compuesta
de cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) (Ye y col., 2003). Las células entran a G1 a
través de dos caminos: estando en la fase GO son estimuladas por factores de
crecimiento extracelulares; o por la entrada directa al término de la divisién previa.

También es en esta fase donde la célula se diferencia. (Lodish, 2005).

Fase S. La replicacion del ADN eucariotico esta restringido a la fase S del ciclo
celular. El aparato de replicacién comienza a sintetizar la molécula ADN, copiando el
ADN pre-existente y dejando a la célula con una copia de cada cromosoma. Ademas en
esta fase se activan genes para sintetizar proteinas requeridas en el empaquetamiento
del ADN. En células de vertebrados, la transicion desde G1 a fase S es controlada por
la actividad de las cinasas dependientes de ciclina E y ciclina A (Bashir y col, 2000,
Lodish, 2005).

Fase G2. Se caracteriza por la sintesis de proteinas necesarias para la
progresion a mitosis, entre las cuales destaca la tubulina que dard lugar a los
microtubulos que constituirdn el huso mitético. Durante esta fase también ocurre la
replicacion de los centriolos, mitocondrias y otros organulos, asi como la sintesis de
factores reguladores y modificaciones estructurales de la cromatina que facilitan la
condensacioén de los cromosomas (Farias y col., 2005). En la etapa tardia de esta fase,
durante la transicién G2/M, se encuentra el punto de control, donde la célula evalua
gue se hayan realizado exitosamente las fases anteriores (Lewin, 2000).

Fase M. Los materiales duplicados se reparten en proporciones iguales entre las
dos células hijas. El complejo MPF (Factor Promotor de la Mitosis: Cdk1/cycB) es
activado en esta fase, mediando la condensacion cromosomal, el rompimiento de la

envoltura nuclear y promueve la formaciéon de los microtubulos para la formacién del



huso mitético (Stein y col., 2002). Durante la mitosis, se observan cuatro etapas:
profase, metafase, anafase y telofase (Farias y col., 2005). Es entre estas etapas que
se localiza el tercer y cuarto punto de Control del ciclo celular. Las etapas que la
definen son (Nigg, 2001):

e Profase. La membrana nuclear desaparece, la cromatina se condensa en
cromosomas bien definidos y comienza el ensamble del huso mitético.

e Metafase. A través de ésta los cromosomas toman una posicion central en el
plano ecuatorial, indicando que estan bajo tensién debido a un equilibrio de
fuerzas.

e Anafase. Esta es marcada por la simultanea separacién de todas la cromatidas
hermanas por pérdida de cohesion entre ellas.

e Telofase. A la llegada de los cromosomas a los polos, la envoltura nuclear se
restablece alrededor de los dos nuevos grupos de cromosomas.

La Citocinesis, puede ser considerada una etapa mas que completa la division
celular. En células animales la division citoplasmatica resulta de la contracciéon de un
anillo de actino-miosina, mientras que en plantas esto involucra la construccién de una
nueva pared celular en el centro de la célula. Esta comienza durante la anafase de

mitosis y su terminacion marca el fin de la fase M (Nigg, 2001).

1.2 Control del ciclo celular

En un organismo multicelular, los diferentes tipos de células que se dividen, lo hacen en
forma regulada. Cada periodo del ciclo celular requiere la expresion selectiva de genes
que codifican proteinas regulatorias. Un amplio espectro de mecanismos de
sefalizacion integran y amplifican redes de regulacién relacionadas a crecimiento que

median la fidelidad del control del ciclo celular (Stein y col., 2002).



Cuando el control del ciclo celular no ocurre, un grupo particular de células de
crecimiento excesivo puede invadir otros tejidos y asi interrumpir la organizacién y las
funciones normales del organismo. Esto es lo que sucede en caso del cancer. Ciertas
situaciones externas como la falta de nutrientes, cambios de temperatura, o pH pueden
detener el crecimiento y la divisibn, mientras que ciertas hormonas y factores de
crecimiento pueden estimular la mitosis. Los factores de crecimiento se unen
tipicamente a proteinas receptoras de la células blanco. Esa union produce una
cascada de acontecimientos dentro de la célula que dispara la division. (Ruiz-Godoy
2008).

Pero la célula no solo responde a estimulos externos sino que cuenta con mecanismos
de regulacion interna. Asi en cierto momento del ciclo celular, la célula decide si va a
dividirse o0 no, en este punto de decisién intervienen controles. (Paniagua 2009).

Hoy sabemos que el ciclo estd regulado por la fosforilacién y la degradacién de
proteinas que forman complejos. Estos complejos constan de dos subunidades una
reguladora y otra catalitica, es decir con funcién de enzima. La subunidad reguladora se
llama ciclina debido a que varia ciclicamente su concentracion acomparnando los
cambios que experimenta la célula durante el ciclo celular. La subunidad catalitica es
una cinasa, es decir una enzima que cataliza la transferencia de un grupo fosfato del
ATP a otra molécula. Esta cinasa se denomina cinasa dependiente de ciclinas (Cdk),
ya que solo actia cuando esta asociada a una ciclina.La transferencia del grupo fosfato
por parte de complejos Cdk- ciclinas, o fosforilacion, activa ciertas proteinas que a su

vez desencadenan procesos clave del ciclo celular. (Farias y col.2005,).

Existen distintos tipos de Cdk que pueden asociarse con diferentes tipos de ciclinas,
dependiendo de qué ciclina se trate, el complejo Cdk-ciclina fosforilara unas proteinas y
no otras. (Morgan, 1997,2007, Norbury, 1992). Por ejemplo, para la Cdk2 la
fosforilacién del residuo de treonina 160, cerca del C-terminal de la cinasa, por otra
cinasa activadora de Cdk (CAK) es necesaria para la actividad. En cambio, la
fosforilacién de dos residuos cerca del extremo N-terminal (Tre14 y Tir15 para Cdc2) es
inhibitoria. Adicionalmente la regulacién negativa es provista por la uniéon de inhibidores



de Cdk especificos (CKI) que interrumpen el sitio activo e interfieren con la unién del
ATP. (Farias y col., 2005, Luque-Herraez 2010).

Hay tres clases de complejos Cdk-ciclina que controlan el transito de una célula por las
fases G1, S, G2 y la mitosis del ciclo celular y que actian en secuencia. (Fig. 2).

e Complejos de Cdk-ciclina G1/S. Estos complejos preparan a la célula para la
fase S al estimular la sintesis de enzimas que participan en la duplicacién del
DNA; en células humanas la Cdk2 y la ciclina E son las que forman estos
complejos.

e Complejos de Cdk-ciclina S. Los complejos de la fase S estimulan el ingreso en
esta fase de sintesis activa, al fosforilar en forma selectiva, y asi activa, a las
proteinas que participan en la replicacién del DNA; esto ocurre solo una vez por
cada ciclo celular, de manera que, en cada vuelta del ciclo, cada cromosoma se
replica solo una vez y asi se mantiene constante la cantidad de cromosomas en
las células hijas. En células humanas la Cdk2 y la ciclina A son las que forman
estos complejos.

e Complejos de Cdk-ciclina M o factor promotor de la mitosis (MFP).Se forma
durante la fase S y G2 pero permanecen inactivos hasta que se completa la
sintesis de DNA. Una vez activados inducen la condensacion cromosémica, la
desintegracion de la envoltura nuclear, el armado de huso mitético y la
alineacién de los cromosomas en la placa ecuatorial durante la metafase.
Ademas permiten el inicio de la anafase y la migraciéon de los cromosomas hacia
los polos del huso. Luego de estos acontecimientos, las ciclinas mitéticas son
degradadas, lo cual permite que los cromosomas se descondensen, se
reconstituya la envoltura nuclear y se divida el citoplasma. En células humanas
la Cdk1 y la ciclina B son las que forman estos complejos. (Luque-Herraez
2010).
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Figura 2. Regulacion del ciclo celular

Una vez expresadas, las ciclinas se encuentran sujetas a protedlisis mediada por
ubiquitina. La disponibilidad de cdk para formar los complejos se encuentra ademas
limitada por la regulacion temporal de su compartamentalizacion subcelular. (Ruiz-
Godoy 2008)

El que se haya podido relacionar distintas patologias con alteraciones genéticas,
especialmente aquellas que tienen un papel clave en el control del ciclo celular, ha
permitido comprender la trascendencia que tiene conocer los mecanismos de
funcionamiento de este control, ya que distintas alteraciones en las proteinas que
regulan el ciclo de divisién celular pueden tener como consecuencia la division celular
excesiva o incontrolada, dando lugar a una proliferacién celular desmedida con
acumulacion de anomalias genéticas y fisiolégicas en las células. (Luque Herraez
2010).



1.3 Diferenciacion celular

Se puede definir la diferenciacion celular como el proceso por el cual se generan
diferencias entre las células de un individuo, es decir es la especializacion gradual en
estructura y funciéon que sufren las células durante la histogénesis. La diferenciacién de
una célula por lo general implica la pérdida simultanea de otras posibilidades de
desarrollo. (Finn; Geneser 2000).

La célula huevo fecundada o cigoto tiene posibilidades maximas de desarrollo, es
totipotencial, dado que da origen a todos los tipos celulares del organismo (Fig. 3). En
cuanto los sucesores del cigoto comienzan a diferenciarse se crea una limitacion que
se hace mas notoria por cada diferenciacién ulterior. En los mamiferos la diferenciacién
de los sucesores del cigoto comienza ya en el estadio celular 16-32 de la mérula, dado

que alli las células ya no son totipotenciales. (Finn; Geneser 2000).

Una célula se ha determinado o comprometido cuando se ha fijado su destino, después

de la determinacién se produce una diferenciacién estructural.

La diferenciacion celular se basa en variaciones de la actividad del material genético,
debe ir acompanada por una preferencia en la sintesis de determinadas proteinas, por
ejemplo, hemoglobina en los estadios inmaduros de los eritrocitos, actina y miosina en
las células musculares, etc. Por el contrario no se modifica el material genético durante
el desarrollo embrionario, dado que se considera que todos los sucesos del cigoto
poseen igual conformacion genética que este, debido a la naturaleza de la mitosis, en
otras palabras la especializaciébn como consecuencia de la diferenciacion no se basa en
diferencias genéticas, sino en los distintos genes que se expresan. Por lo general, el
conjunto de genes del organismo se clasifican en genes de mantenimiento
(housekeeping genes) que representan alrededor del 20%de los genes y se expresan
en practicamente todos los tipos celulares, dado que codifican para proteinas
necesarias en las funciones estructurales y metabdlicas basicas de las células, y genes
especificos de tejido que representan alrededor del 80% del genoma y que solo se
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expresan en determinados momentos y en ciertos tipos celulares, dado que codifican
para proteinas con funciones especializadas.(Luque -Herraez 2010).

Para establecer la sintesis de proteinas especificas se deben activar ciertos genes en
determinado momento, en células especificas. En otras palabras, cuando se diferencia
la célula se deben activar determinadas zonas del genoma y otras zonas se deben
desactivar. Estas variaciones de la actividad de los genes durante el desarrollo
embrionario no estan codificadas de antemano en todos sus detalles en la célula, sino
que se producen en parte por la interaccién con otras células. La modificaciéon de la
expresion del gen que tiene lugar durante la diferenciacién celular es controlada por una
serie de mecanismos moleculares, el control se ejerce desde la transcripcion inicial del
MRNA hasta la proteina terminada y su degradacion en la célula. La mayor parte del

control es ejercido a nivel transcripcional. (Finn; Geneser 2000).
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1.4 Regulacion de la expresion génica en eucariotes

A pesar de que el contenido de ADN de diferentes tipos celulares en los
organismos eucariéticos es generalmente idéntico, las proteinas producidas por
diferentes tipos celulares son muy diferentes unas de otras. De modo similar, proteinas
especificas son sintetizadas de novo en respuesta a la exposicion de las células a un
estimulo especifico (Latchman 2001); por lo tanto, la regulacion de los genes que
codifican para estas proteinas es esencial para el normal desarrollo y funcionamiento

de los eucariotes.

El control de la expresidon de genes representa un proceso combinatorio que
involucra una multiplicidad de eventos que incluye el reconocimiento y reconfiguracidn
de la cromatina, modificacién covalente de histonas, reclutamiento de cofactores y de
los componentes de la transcripcion basal, y el ensamble de un complejo de
transcripcion y elongacién competente (Luque-Herraez 2010). La expresién de un gen
puede ser regulada en multiples niveles incluyendo la transcripcién, el procesamiento
del ARN, la estabilidad del ARN mensajero (ARNm), la traduccién y la post-traduccion
(Fig. 4). De hecho, el paso inicial en la expresién de un gen es decidir si se transcribe 0
no (Drapkin y Reinberg, 2002).
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1.5 Sintesis de proteinas en eucariontes

Si bien el ADN almacena informacién para la sintesis de proteinas y el ARNm transmite
las instrucciones codificadas en el ADN, la mayoria de las actividades biolégicas son
realizadas por proteinas. El orden lineal de los amino4cidos determina su estructura
tridimensional y su actividad. Por esta razén, el ensamblaje de aminoacidos en el orden
correcto, como viene codificado en el ADN, es critico para la produccion de proteinas
funcionales y por lo tanto para el funcionamiento correcto de células y organismos
(Lodish 2009).

La traduccidn es el proceso mediante el cual la secuencia de nucledtidos de un ARNm
es utilizada para ordenar y unir los aminoacidos en una cadena polipeptidica. En las
células eucariontes, la sintesis de proteina tiene lugar en el citoplasma y reticulo
endoplasmico, especificamente en los ribosomas. El proceso dindmico de la traduccién
del ARNm es dividido usualmente en tres fases: iniciacion, elongacion y terminacion.
En la fase de iniciacion se ensambla el ribosoma con el ARNm de transferencia
iniciador. Posteriormente tiene lugar la fase de elongacion, donde se forman los enlaces
peptidicos en el centro catalitico del ribosoma y finaliza en la fase de terminacién. Cada
uno de los pasos de la traduccién requiere diversas proteinas especificas que
interaccionan con los participantes principales ya indicados; estas proteinas se
denominan factores de iniciacién (IF), factores de elongacién (EF) y factores de
liberacion (RF). (Mathews 2007)

La sintesis de proteinas es un proceso que requiere de muchos componentes y varios
niveles de control (Mathews 2007), y es la fase de iniciacion traduccional el principal
punto de control en la expresidn genética relacionada a la sintesis de proteinas,
regulando su velocidad. Dependiendo de su especificidad o expresion génica
diferencial, estado o respuesta al estrés, la célula puede regular la sintesis de proteinas

a través de la fosforilacién de algunos factores de iniciacion “elFs” (Mathews 2007).
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La iniciacién de la traduccion comprende cinco pasos subsecuentes: 1) disociacion del
ribosoma en las subunidades 40S y 60S por medio de la accién de los factores elF3, y
elF1A; 2) formacion del complejo de preiniciacidén 43S constituida por la subunidad
ribosomal pequena (40S), los factores de iniciacion de la traduccién elF1, elF1A, elF2
(unido a GTP), elF3 y elF5, y el ARN de transferencia iniciador (Met-ARNtY®"):; 3) el
reclutamiento del complejo 43S al extremo 5°cap del ARNm y mediado por la
interaccidén de elF3 y elF4G, que forma parte del complejo elF4F (elF4F esta formado
por cuatro factores: elF4E que reconoce la estructura 5°cap, elF4A y elF4B que tienen
actividad de ARN helicasa, y elF4G que interacciona con elF3); 4) escrutinio de la
region 5° no traducida (5" UTR) del ARNm y el reconocimiento del cod6n de inicio
(proceso dependiente del apareamiento correcto cododn-anticoddn desencadena la
liberacién de elF2 y elF3); y 5) unién de la subunidad ribosomal grande (60S) para
ensamblar un ribosoma completo (80S), lo que conduce a la liberacién del resto de los
IFs quedando el Met-ARNtM® en el sitio P del ribosoma para proseguir con la
elongacion (Pestova 2002, Preiss 2003, Mathews 2007, Luque-Herraez 2010).

Por otra parte, la regulacién de elF4F esta determinada por la disponibilidad de la
subunidad elF4E, la cual tiene el potencial de unirse tanto a elF4G como a la proteina
4E-BP. La capacidad de 4E-BP de unirse a elF4E es regulada por su estado de
fosforilacion y, en general, la fosforilacion de 4E-BP inhibe su capacidad de unirse a
elF4E. En mamiferos, la cinasa Mnk1 fosforila el elF4E, lo cual promueve su asociacion
con elF4G (Merrick 2003).

Otra forma de regulacién del inicio de la sintesis de proteinas, que es activada en
condiciones de estrés, esta mediada por las proteinas cinasas mTOR y S6K, las cuales
regulan los estados de fosforilacion de las proteinas 4E-BPs (proteina de unién a
elF4E) y la proteina ribosomal S6, respectivamente. La proteina 4E-BPs se une al
elF4E bloqgueando su union con el elF4G; la fosforilacion de esta proteina promueve su
disociacion del elF4E permitiendo que se una al elF4G. Mientras que la fosforilacion de

S6 permite que los ribosomas que la presentan, traduzcan preferencialmente cierto tipo
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de transcritos que presentan en la regién 5° UTR rica en oligopirimidinas (Holz 2005,
Merrick 2003).

El factor elF3, que se encuentra formando parte del complejo de iniciacion 43S, es el
factor de mayor complejidad en el proceso de inicio de la sintesis de proteinas (Hall
2004). elF3 sirve como andamio y catalizador de la union entre el ARNm activado
(interactuando fisicamente con elF4F), la subunidad ribosomal 40S y el complejo
ternario. Una vez que se ha colocado el complejo de inicio 43S sobre el ARNm, éste se
desliza sobre el transcrito en busca del codon de inicio de la traduccién y al encontrarlo
se coloca el primer ARNt sobre éste (Pestova 2002).

El factor elF5 unido a la subunidad ribosomal 40S hidroliza el GTP unido al elF2 de tal
manera que se estimula la disociacién del complejo de preiniciacion 43S, liberando al
elF2-GDP y al elF3. El factor elF1 y elF1A actuan sinérgicamente mediando el
ensamblaje del ARNt en el coddn de inicio. Una vez liberado el factor elF3, se une la
subunidad ribosomal mayor 60S formandose el ribosoma funcional 80S y continuando

con la elongacién de la cadena peptidica (Korneeva 2000).

1.6 Factor eucariotico de iniciacion de la traduccion 3

El factor eucariético de iniciacion de la traduccién 3 (elF3), que se encuentra formando
parte del complejo de iniciacién 43S, es el factor de mayor complejidad en el proceso
de inicio de la sintesis de proteinas (Hall 2004). elF3 sirve como andamio y catalizador
de la union entre el ARNm activado, la subunidad ribosomal 40S y el complejo ternario
(Pestova 2002).

El factor de iniciacion elF3 es un complejo proteico con una masa aproximada a los 700
kDa. En mamiferos consta de hasta 13 subunidades no idénticas que varian de tamano,
desde 28 hasta 170 kDa, y se denominan: elF3a (p170), elF3b (p116), elF3c (p110),
elF3d (p66),elF3e (p48), elF3f (p47), elF3g (p44), elF3h (p40), elF3i (p36), elF3j (p35),
elF3k (p35),elF3I (p28) y elF3m (GA17) (Burks 2001).
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El factor elF3 ha sido purificado en diversas especies eucariontes, entre los que se
incluyen mamiferos, plantas y levaduras, de los cuales se han obtenido distintos
nuameros de subunidades dependiendo del organismo de donde se extrajo. Se ha
reportado que en S. cerevisiae elF3 consta de 5 subunidades, las cuales, en un
principio se denominaron de acuerdo al peso molecular, como p110, p90, p93, p33, y
p39; estas subunidades son homdlogas a las proteinas p170, p116, p110, p44 y p36,
respectivamente, del elF3 de mamiferos (Asano 1997, Akiyoshi 2001) y se cambid su
denominacion a: elF3a, elF3b, elF3c, elF3g y elF3i (Browning 2001). Se propone que
estas cinco subunidades forman el corazon catalitico y que el resto tiene funciones
moduladoras en el proceso de sintesis de proteinas (Burks 2001). Sin embargo,
Masutani (2007) reportan que en mamiferos solo tres de estas cinco subunidades
(elF3a, b, c) y tres subunidades no conservadas (elF3e, f, h) son indispensables para
mantener un nivel adecuado de sintesis de proteinas y que el resto de las subunidades
s6lo modulan la actividad del complejo elF3. (Dong, 2009).

1.6.1 elF3f

El gen elF3f pertenece a la familia génica Mov34, que relaciona a sus miembros por
contener un dominio Mprip, Pad1p N-terminal (MPN, por sus siglas en inglés) en el
extremo amino terminal de la proteina. Se sugiere que este dominio esta relacionado a
la capacidad de la proteina de asociarse a complejos multiproteicos, involucrados en
procesos tan diversos como la iniciaciéon de la traduccién, la regulacion del proteosoma
y la transcripcion (Aravind 1998). Asi también, la caracteristica particular de cada

proteina la determinaria su extremo carboxilo terminal.

En el genoma humano, elF3f se encuentra codificado en el cromosoma 11; es un gen
con 8 exones y 7 intrones (Herndndez 2005) y codifica una proteina de 357
aminoacidos (aa). Existe una segunda copia del gen en el cromosoma 2 que soélo
presenta la secuencia codificante (sin intrones) de una proteina de 361 aa. La identidad
entre las 2 secuencias de aminoacidos es del 97%. En las lineas celulares humanas
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A549 y 293H se ha demostrado que la copia en el cromosoma 2 no es funcional
(Higareda-Mendoza y Pardo-Galvan 2010), tratdndose de un retropseudogene.

Con respecto al proceso de sintesis de proteinas, experimentos in vivo e in vitro,
muestran que elF3f disminuye la velocidad de sintesis proteica (Higareda-Pardo 2003,
Shi 2006), por lo que se considera un modulador del proceso. A parte de elF3, elF3f es
capaz de interactuar con proteinas diferentes a las de este complejo multiproteico. Por
ejemplo, se ha reportado que bajo condiciones basales, la cinasa ribosomal S6K1
interactua con elF3f a través del dominio MPN. En presencia de nutrientes y factores de
crecimiento, la cinasa mTOR interacciona con elF3f a través del dominio senalizador de
TOR (TOS, por sus siglas en inglés) y mTOR fosforila a S6K1 liberandola de elF3f, y de
esta manera fosforila a su segundo blanco, la proteina 4E-BP1 (Holz 2005, Harris
20086).

La proteina elF3f muestra caracteristicas de unidn proteina-proteina excepcionales, ya
que se le encuentra también interactuando establemente con proteinas involucradas
con procesos diferentes a los del complejo elF3 y la sintesis proteica. Por ejemplo,
recientemente se reportdé que elF3f se relaciona fisicamente con la proteina TRC8, que
es una ubiquitin-E3 ligasa, la cual sensa los niveles exdgenos de colesterol y se localiza
en el reticulo endoplasmico (Lee 2010). También, Lagirand-Cantaloube (2008) reportan
que en células de mioblasto de raton (C2C12), la ubiquitin-E3 ligasa Atrogin 1/MAFbx
interacciona, a través de un dominio suyo rico en residuos de leucina, con el dominio
MPN de elF3f. El dominio MPN de elF3f humano abarca del aminoacido 90 hasta el
248; sin embargo, posee un dominio en sus primeros 90 amino4cidos con un contenido
de aminoacidos peculiar, con un 60% de prolinas y alaninas (dominio polyPA). Aunque
aun se desconoce su funcion, se sabe que una serina de este dominio es fosforilada
por la proteina cinasa relacionada a la apoptosis Cdk11p46 y ésta con la proteina 9G8,
perteneciente a la familia de proteinas ricas en serina y arginina (proteinas SR) que
agrupa factores de corte y empalme durante la edicion del extremo 3' del ARNm
retroviral, impidiendo su procesamiento (Valente 2009). En este sentido, un reporte
previo indica que en células de melanoma humano A375 en estado apoptético, la
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Cdk11p46 fosforila a elF3f en la serina 46 contenida en el dominio polyPA (Shi 2003).
Por otro lado, existe evidencia de que el sobre-expresar al gen elF3f afecta al
crecimiento celular e induce apoptosis, como fue reportado por Shi et al. (2006) en la
linea celular A375, por Higareda-Mendoza y Pardo-Galvan (2010) en células A549, y
por Llanderal-Mendoza (2003) en células de tabaco TBY-2. Se ha descrito que elF3f se
poliubiquitiniza y se degrada a través del proteosoma 26S (Lagirand-Cantaloube 2008).
Asi también, se fortalece la posibilidad de que la funcion o funciones del gen elF3f
estén relacionadas con crecimiento y la division celular debido a que en células de
tabaco TBY-2 la expresion transcripcional del gen elF3f esta circunscrita a la transicion
G2/M del ciclo celular (Higareda 2003,2010, Llanderal-Mendoza 2003). Resultados
recientes sugieren que es un regulador negativo de la traduccion y que tiene una
funcion en la sefnalizacion apoptética (Shi 2006, Higareda y Pardo 2010).

Resultados de nuestro laboratorio con células humanas tumorales provenientes de un
adenocarcinoma de pulmon (linea celular A549) muestran que tanto la sobre-expresion
como el silenciamiento de la elF3f conducen a una muerte celular programada
independiente de la ruta de las caspasas (Higareda- Mendoza y Pardo Galvan
2010).Sorprendentemente, en nuestro laboratorio se descubrié que la expresién de la
proteina elF3f es bifasica y circunscrita a las fases S y M del ciclo celular y que su
expresion en GO estd abatida .Este perfil de expresion fue corroborado mediante
estudios en cultivos asincrénicos y sincronizados en GO,M y S transfectados con la
regién promotora inmediata al gen elF3f fusionada transcipcionalmente al gen reportero
de luciferasa (Higareda-Mendoza y Pardo Galvan 2010).Por otro lado, también
sabemos que la sobre-expresion del gen inhibe la sintesis global de proteinas
(Higareda y col., 2003) y si consideramos que la sintesis global de proteinas es inhibida
en la transiciéon G2/M y en la fase M del ciclo celular en mamiferos (Fan y Penman
1970) es coherente hacer la relacion con su perfil de expresion y sugerir su contribuciéon
en este proceso. Es conveniente recordar que ademas del maximo de expresiéon en M,
esta el maximo en la fase S del ciclo celular y que durante esta fase no disminuye la
sintesis de proteinas, por lo que se plantea una funcién diferente durante la misma
(Higareda-Mendoza y Pardo-Galvan 2010).Aunque la funcién sugerida de elF3f es
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como inhibidor de la sintesis de proteinas (Shi y col., 2006) Higareda-Mendoza y Pardo-
Galvan (2010) lo proponen como un modulador traduccional de la sintesis de proteinas.

Con estos antecedentes, y debido al perfil de expresion extraordinario del gen elF3f,
nos preguntamos si este patrén de expresién bifasico que se presenta en la linea A549
es general y se presenta en otras lineas celulares humanas o es tipo celular especifico,
si es una caracteristica general nos indicaria que esta relacionado al proceso de
diferenciacion, lo cual permitira en un futuro darle un enfoque a elF3f en terapia génica.
También nos preguntamos si en estado quiescente hay un decremento significativo en
el nivel de expresion de la proteina de elF3f en otras lineas celulares humanas
comparado con el nivel de proteina encontrado en estado proliferativo, lo cual nos
indicaria que la funcién o funciones de elF3f en células humanas estarian relacionadas

a la divisién celular.
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2. JUSTIFICACION

Los antecedentes de elF3f sugieren que es una proteina polifuncional e importante en
el proceso de sintesis de proteinas y en la proliferacién celular, por lo que el
conocimiento de su(s) funcion(es) molecular(es) y celular(es), asi como de su
regulacion génica, nos permitiria profundizar en el entendimiento de aquellos factores
que intervienen o controlan a estos dos eventos fundamentales a la célula. La
disminucién significativa en el nivel de expresion de la proteina de elF3f, en diversas
lineas celulares comparada con el nivel de proteina encontrado en estado proliferativo,
nos indicaria que la funcion o funciones de elF3f en células A549 estan relacionadas a
la division celular, y su perfil de expresion bifasico nos daria informacién precisa para
determinar que es una caracteristica celular humana. Esta informacién nos diria si
elF3f es viable como blanco terapéutico en terapia génica contra padecimientos como

el cancer.
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3. HIPOTESIS

La expresion del gen que codifica para elF3f es dependiente del ciclo celular y su perfil
de expresion bifasico encontrado en la linea celular A549 es una caracteristica de toda

célula humana.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Determinar el patron de expresion de elF3f en las lineas celulares humanas HepG2 vy

Ramos.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1 Determinar el nivel de expresion del gen elF3f en estado quiescente (fase GO) en
las lineas celulares antes mencionadas.

4.2.2 Determinar el perfil de expresion de elF3f en cultivos sincronizados en las lineas

celulares humanas antes mencionadas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material Bioldgico

Para el andlisis de los perfiles/patrones de expresion de elF3f se utilizaron como
modelos de estudio las lineas celulares HepG2 y Ramos; todas ellas son de origen
humano y nivel de bioseguridad 1. La linea celular HepG2 proviene de un carcinoma
hepatocelular y su morfologia de crecimiento en cultivo es epitelial adherente. La linea
celular Ramos proviene de un linfoma de Burkitt y su morfologia de crecimiento en

cultivo es el de linfocitos B en suspension.

Las dos lineas celulares se propagan en Medio Minimo Esencial (MEM por sus siglas
en inglés) de Sigma, suplementado con NaHCO3 18 mM (Sigma), 2 mM L-glutamina
(Sigma), 10 Hepes mM (Sigma), y suero fetal bovino (SFB) al 10% (Invitrogen). Los
cultivos se mantienen en este medio con una atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C,
realizando recambio de medio de dos a tres veces por semana y manteniendo la
concentracion celular en la fase log de crecimiento. Para la criopreservacion (nitrogeno
liqguido) de células se utiliza una mezcla del 80% del mismo medio MEM
sumplementado, con SFB al 10% y DMSO (Dimetil sulféxido) al 10 %.

5.1.1 TECNICAS CELULARES

5.1.2 Mantenimiento y manejo de las lineas celulares HepG2 y
Ramos.

Para trabajar con las lineas celulares se usd una cabina de seguridad biolégica
Clase Il A2 (ThermoForma). Se realizaron diferentes técnicas indispensables para el

mantenimiento y manejo de las células durante el desarrollo del proyecto.
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5.1.3 Descongelado de células

Se descongela al criovial en termobafno a 37°C y se transfieren las células a un
frasco T-75 cm? 6 T-25 cm? con 5 ml 6 15 ml, respectivamente, de medio MEM-SFB
10%, que se temperiza previamente en incubadora a 37°C y 5% de CO, por 10 minutos.
Se devuelve el frasco a la incubadora con la tapa floja para oxigenar y que los gases
circulen en su interior permitiendo asi que el medio alcance las condiciones de pH 7.5.

Cuando el cultivo llega a la poblacién esperada se resiembra.

5.1.4 Propagacion

Se aplica la misma metodologia de resiembra pero una vez desprendidas se
centrifugan a 120 x g y se descarta el sobrenadante; se resuspende la pastilla celular
en 2 ml del mismo medio y se pasa al frasco T-25 cm? para dilucién 1:10 6 T-75 cm?
para dilucién 1:15 con el mismo medio. Se devuelve el frasco a la incubadora. A las 24
h se revisa el crecimiento de las células para decidir el momento de la resiembra. Esto

con la finalidad de obtener el nimero de células necesarias para la sincronizacion.

5.1.5 Resiembra

Se descarta el medio viejo del cultivo y se lava 2 veces con 2 ml de PBS 1X frio por
cada 25cm?. Para desprender las células se impregnan con 0.5 ml de una solucién de
tripsina-EDTA 1X (Sigma) por cada 25cm? y se incuba a 37°C por 2-5 minutos (esto
Unicamente para la linea celular HepG2). Enseguida se resuspenden las células con 2
ml de medio MEM-SFB10%, se calcula la concentracion y viabilidad celular para
determinar el volumen a tomar de la cosecha y resembrar a una concentracién inicial de

0.2 x 10° cel. /ml para frasco T-25 cm? 6 0.6 x 10° cel. /ml para T-75. El volumen
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determinado de resiembra se deja en el frasco y se descarta el resto, se agrega al
frasco MEM 5 ml en T-25 6 15 ml en T-75. Se devuelve el frasco a la incubadora con la
tapa floja y se resiembra constantemente con la finalidad de obtener una poblacién de
90 millones de células en el caso de la HepG2 y 75 millones para la linea Ramos.

5.1.6 Determinacion de concentracion celular y viabilidad

Cada muestra de cultivo se lava 2 veces con una solucion tampon de fosfatos
(PBS) estéril con un pH de 7.4 a 1M. Las células se desprenden con tripsina, afnadiendo
0.5 ml del regulador por cada 25 cm? de superficie de cultivo e incubando a 37 °C por
un lapso de 3 min. Para inhibir la accion enzimatica de la tripsina se afaden 3.5 ml de
medio de cultivo suplementado con SFB al 10%. Las células resuspendidas se dividen
en tres tubos y se realiza una dilucién 1:1 con el azul de tripano, para realizar la
determinacién por triplicado. Las células viables no permitiran el paso del colorante a
través de la membrana celular, mientras que las células no viables se tifien de azul. Se
transfiere una pequena cantidad de la mezcla a una camara de Neubauer, dejando que
la cdmara se llene por capilaridad. La camara de Neubauer se coloca en un
microscopio 6ptico invertido (LEICA) a 40X y se cuentan las células vivas y muertas
encontradas en el cuadro del centro y en los cuatro cuadrados de las esquinas de
ambos lados de la camara. La concentracion celular y el indice de viabilidad
(porcentaje de células viables) se determinaron de la siguiente forma:

Donde: (Factor de conversion (Factor de (No. de células en 10
No. de de la camara) X dilucién) cuadros *10°)

Células *10°mlI =
Factor de conversién de la camara = 0.001

Factor de dilucién = (Volumen de la muestra + Volumen del colorante)

(Volumen de la muestra)
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El porcentaje de viabilidad celular se calcula de la siguiente manera:

% de viabilidad = (No. de células viables / No. de células totales) * 100
5.1.7. Ecuacion de Monod

La velocidad de crecimiento exponencial de células nuevas, se calcul6 mediante la

ecuacién de Monod.

Rg=IJCC

Donde Rg= velocidad de crecimiento celular, g/dm® -s
C.=concentracién de células, g/dm?®
u=velocidad de crecimiento especifica s

La velocidad de crecimiento celular especifica se puede expresar como:

u.= llmax Cs/Ks+Cs S-1
Donde, p Max=velocidad de reaccién de crecimiento especifica maxima s
Ks=Constante de Monod, g/dm?®

Cs=Concentracién del sustrato, g/dm?®

5.2 Sincronizacion de cultivos

Para sincronizar el cultivo durante tiempos y fases especificas del ciclo celular se le
agrega al cultivo un agente sincronizante, se incuba a 37°C y 5% de CO, y
posteriormente se libera el cultivo mediante tres 0 mas lavados con medio de cultivo

fresco. Para sincronizar al mayor porcentaje del cultivo en la fase S, usamos afidicolina.
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Para obtener un cultivo en estado quiescente (fase GO) se lava el cultivo con buffer PBS
y se le aflade medio de cultivo MEM con 0.1% de SFB durante 72 horas.

La sincronizaciéon y la acumulacién de las células en fase S se llevé a cabo mediante la
adicion de afidicolina 0.5vg/ul. Después de 36 h de arresto con el agente sincronizante
para la linea celular HepG2 y 30 h para la linea celular Ramos, se procedié a su
liberacion mediante dos lavados con el buffer PBS, recoleccion total de la muestra
utilizando tripsina, la cual posteriormente se inhibirdA con MEM/SFB al 10%, esto
Unicamente para la linea celular humana HepG2 y finalizando con la reparticién en
frascos T-25 los cuales se someten a un ambiente de 37°C y de CO, al 5.5% para
brindarles un ciclo de duplicacion a los cultivos (36h para la HepG2 y 30h para Ramos),
para repartir posteriormente la muestra de cada T 25 en dos microtubos de 1.5 ml para
la extraccidn de proteina y células fijadas con la finalidad de determinar parametros en
la fase S.

Para determinar el indice mitético las células se fijaron con glutaraldehido al
1% formaldeido al 0.2% durante 5 min a temperatura ambiente, y se tifieron con 4 ', 6 -
diamidino-2-phenylindole (DAPI) 1mg/ml para su  observacién posterior en un
microscopio (Leica DM IL FLUO, (Wetzlar, Alemania). Cada punto de tiempo se
evalu6 por triplicado, y al menos 200 células fueron anotadas en cada muestra. Para
determinar la expresion de elF3f se realizaron experimentos tipo Western blot en
especifico, de células privadas de suero (inactividad), y en proliferacién 36 h después
de la liberacién de afidicolina para la linea celular HepG2 y 30 h para la linea celular
Ramos .

5.3 Determinacion de proteina por el método de Bradford

La concentracidn de proteina se determin6 mediante el método de Bradford y
utilizando albumina sérica de Bovino (BSA) como estandar.
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Para el Blanco buffer de lisis se utilizaron: 799vl de agua destilada estéril, 1 vl de

proteojet y 200 ml de reactivo de Bradford.

A cada absorbancia a 595 nm de los lisados se le restd la absorbancia del buffer
de lisis y a la absorbancia resultante se sustituyd con la ecuacion de la recta obtenida

de nuestra curva estandar:
Y=57.333x +0.3136

Donde:

X = es la absorbanciay

Y = es la concentracion de proteina en vg/muestra de ensayo Bradford.

5.4 Ensayo Western Blot

Las muestras de células se lavan dos veces con PBS, se resuspenden en un buffer de
lisis (P1 ProteoJET Mammalian Cell Lysis Reagen) .Las células se rompen por pipeteo
para la extraccion de proteina. Luego se centrifugan las muestras a 20000 g/15 min con
la finalidad de quedarnos Unicamente con el sobrenadante, almacenandose a -70 °C.

De cada lisado se cargan 40 ug de proteina para separarlas por SDS page utilizando
un gel separador al 10% Yy un gel concentrador al 5%; la corrida se realiz6 a 80V por
100 min. Enseguida el gel se colocé en buffer Towbin con agitacion reciproca por 10
min, mientras que por otro lado la membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) se
hidraté en MeOH con agitacidon reciproca durante 20 seg, se lavé dos veces con agua
tridestilada y se coloc6 en buffer Towbin con agitacién reciproca por 10 min. La proteina
fue transferida a membrana de PVDF, colocando el gel en un “emparedado” de papeles
humedecidos previamente en buffer Towbin que llevé el siguiente orden ascendente
dentro de una cédmara de transferencia semiseca (Bio-Rad trans-blot SD semi-dry
transfer cell): papel Criterion, papel Bio-Rad 920, membrana, gel, papel Bio-Rad 920 y
Criterion, eliminando las burbujas en cada capa. Se limpio el exceso de buffer de la
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placa de transferencia, se cerrd la camara y se corrié por 90 min a 20 V. La membrana
se dejo secar por 30 min, se hidraté con MeOH, se lav6 dos veces con agua y se coloco
en TBS 1X durante 5 min, el bloqueo se hizo en una solucion de leche en polvo sin
grasa al 5%, Tween 20 al 0.05%, disuelto en TBS 1X durante 60 min a T.A con
agitacion reciproca suave. Se incubd la membrana con el anticuerpo primario de conejo
contra elF3f (BIOLEGEND Purified Anti-elF3F Antibody) (1:1000 en solucion
bloqueadora) toda la noche en agitacién suave. Después se hicieron 5 lavados de 7 min
cada uno con TBS-T (TBS mas Tween 20 al 0.1), con agitacién vigorosa. Se incub6 la
membrana con un anticuerpo secundario de chivo contra IgG de conejo conjugado a
peroxidasa de rabano (HPR) (1:5000 en solucién bloqueadora) agitando durante 60 min
y se repitid el lavado, se realizaron 4 lavados de 6 min cada uno con TBS-Tween 20
con agitacion vigorosa. Se impregno la membrana con solucion de deteccion del kit de
revelado ECL Plus Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare (rpn2132,
Amersham) que se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incub6 por 5
min y se fijé sobre egapack dentro del cassette. En cuarto oscuro se colocd una pelicula
de rayos X sobre la membrana, cerrando por 30 minutos el cassette. Finalmente la
pelicula se reveld, se enjuagd en agua destilada, se coloc6é en solucion fijadora por

aproximadamente 2 min y se volvié a enjuagar.

Por otro lado, la membrana se lavoé para realizar la inmunodeteccién con GADPH como
control de carga. El lavado se realiz6 incubando dos veces la membrana en mild
stripping buffer por 10 min cada incubacion, con agitacion suave .Enseguida se lavé dos
veces con PBS, por 10 min cada vez, se continué con dos lavados mas con TBS-T por
5 min cada vez. Se dejé secar la membrana y se hidraté con MeOH por 20 seg, se lavo
dos veces con agua y se colocé en TBS 1X durante 5 min. El bloqueo y la
inmunodetecciéon se realizaron como se describié anteriormente, solo que como
anticuerpo primario se utilizd un anticuerpo primario de raton contra GAPDH
(MILLIPORE Anti-Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) (1:1000) y un
secundario de chivo contra IgG de raton conjugado a peroxidasa de rabano (HPR)
(1:2000).
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Finalmente, las placas se fotografiaron y analizaron utilizando un sistema y software de
Kodak Digital Science ID para relacionar la intensidad de la banda con la concentracion

relativa de elF3f.

5.5 Analisis estadistico

Los experimentos se repitieron al menos tres veces y cada muestra se tomé por
triplicado, para determinar promedios y desviaciones estandar a cada muestra. Para la
comparacién de variables numéricas se utilizar4d la prueba t de Student y se
consideraran diferencias estadisticamente significativas las asociadas a un valor de p <
0.05
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6. Resultados y Discusion

El objetivo central del presente trabajo fue determinar si la expresion bifasica del gen
elF3f Humano encontrado en la linea celular humana A549 es una caracteristica celular
humana o es tipo celular especifico.

Para poder determinar el perfil de expresion de elF3f y para poder sustentar nuestra
hipotesis utilizamos dos lineas celulares humanas que procedieran de dos origenes
embrionarios diferentes; estas lineas fueron HepG2 (endodermo) y Ramos

(mesodermo).

Linea celular HepG2

La linea celular HepG2 se considera una linea de dificil manejo para estudios de ciclo
celular por su dificultad para sincronizarla y por la morfologia que presenta en
adherencia. Ante esta situacion, se procedidé a realizar cinéticas de crecimiento para
establecer las condiciones O6ptimas de resiembra y sincronizacidbn con diferentes
agentes quimicos: hidroxiurea (1 y 5 mM) y afidicolina (5ug/ul)). La linea celular HepG2
presenta caracteristicas morfolégicas que la distinguen de la linea A549 en cuanto a
que no presenta una morfologia epitelial y crece en islotes que se van agrupando al
alcanzar una confluencia superior al 90%. En la figura 5 se pueden observar las

micrografias de las caracteristicas antes mencionadas.

31



El tiempo de duplicacién del cultivo es mas prolongado (36 h) en HepG2, comparado

con A549 (22 h), como puede apreciarse al comparar las cinéticas de crecimiento de

ambas lineas celulares (Fig. 6).

Confluencia 50%

Confluencia 90%

A549

HepG2

Figura 5. Micrografias de las lineas celulares A549 y HepG2.
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Figura 6. Cinética de crecimiento de las lineas celulares HepG2 y Ramos.

Posterior a la cinética de crecimiento se procedio a la sincronizacion de los cultivos para
determinar el tiempo en que obteniamos el mayor porcentaje de células en sincronia,

utilizando afidicolina (5ug/ul).

La figura 7 muestra el porcentaje de indice mitdtico con respecto al tiempo, posterior a
la liberacidén del cultivo en la fase S del ciclo celular. Se observa un indice mitético del
28% a las 7 h; siendo este mayor que en A549 ya que en esta linea se logré un 21%. Si
esto lo extrapolamos al tiempo de duplicacion de esta linea celular podemos decir que
estos porcentajes son similares de acuerdo a las caracteristicas de cada linea celular.
Asi mismo obtuvimos un segundo indice mitético del 9.5 % a las 24h, similar al de la
linea celular A549, reforzando asi el perfil bifdsico que se observé en A549, teniendo un
porcentaje menor en el segundo pico debido a que el agente sincronizante va perdiendo
su efecto.
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Figura 7. Proporcion de la poblacion de células HepG2 en la fase M del ciclo celular. Sincronizacion

de un cultivo celular de la linea celular HepG2 utilizando Afidicolina 5vg/ml-
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Linea celular Ramos

La linea celular Ramos es una linea de facil manejo para estudios de ciclo celular por
su facilidad para sincronizarla y por la morfologia que presenta en suspensiéon. Ante
esta situacion, se procedié a realizar cinéticas de crecimiento para establecer las
condiciones éptimas de resiembra y sincronizacion con afidicolina (5ug/ul)). La linea
celular Ramos presenta caracteristicas morfolégicas que la distinguen de la linea A549
y HepG2 en cuanto a que presenta una morfologia en suspensién. En la figura 8 se
pueden observar las micrografias de las caracteristicas antes mencionadas. El tiempo
de duplicaciéon es mas prolongado en la linea celular Ramos (30 h) comparado con
A549 (22 h), pero menor que en la linea celular HepG2 (36 h) como puede apreciarse

en la cinética de crecimiento de la linea celular Ramos (Fig. 9).

Confluencia 50% Confluencia 90%

Figura 8. Micrografia de la linea celular Ramos.
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Figura 9. Cinética de crecimiento de la linea celular Ramos.

De igual manera se sincronizo la linea celular humana Ramos. La sincronia de la linea
Ramos se realiz6 utilizando afidicolina (5 vg/ml). La figura 10 muestra el indice mitético
con respecto al tiempo, posterior a la liberacion del cultivo en la fase S del ciclo celular.
Se observa un indice mitético del 26% a las 7h siendo este mayor que en A549 ya que
en esta linea se logré un 21%. Si esto lo extrapolamos al tiempo de duplicacién de esta
linea celular podemos decir que estos porcentajes son similares de acuerdo a las
caracteristicas de cada linea celular. Asi mismo obtuvimos un segundo indice mitético

del 7 % a las 20h, similar al de las lineas celulares antes mencionadas.

Profase Metafase

Anafase  Telofase
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Figura 10. Proporcion de la poblacion de células Ramos en la fase M del ciclo celular.

Sincronizacion de un cultivo celular de la linea celular Ramos utilizando Afidicolina (5vg/ml)

Una vez establecido el tiempo de duplicacidn mediante la cinética de crecimiento e
indice mitético mediante la sincronizacién de las lineas celulares, se prosiguio a evaluar
la expresion del mismo durante la progresiéon del ciclo celular mediante experimentos
tipo Western Blot de ambas lineas celulares (Fig.11y 12).
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Figura11. Expresion de la proteina en la linea celular HepG2.
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Figura 12. Expresion de la proteina en la linea celular Ramos.

La determinacién del perfil de expresion de un gen durante el ciclo celular es un
indicativo de los eventos a los que pudiera estar adscrito durante la divisién. Por
ejemplo, la cinasa Cdk1 se expresa solo durante la division celular y su funcion es
requerida durante todo el proceso, por lo que su expresién es constante durante el
mismo. En contraste, las Ciclinas B son requeridas en la transicion S/G2/M, y su

expresion se da en estas mismas fases.
Encontramos que la expresién de elF3f en las la lineas celulares HepG2 y Ramos

oscila durante el ciclo celular, mostrando un maximo durante la fase S y otro durante la

fase M del ciclo (Fig. 13 y 14), tal cual se observé en la linea A549.
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Figura 13. Expresion relativa de elF3f de la linea celular HepG2.
Densitometria obtenida a partir de los WBs de la linea celular HepG2
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Figura 14.Expresion de elF3f de la linea celular Ramos.
Densitometria obtenida a partir de los WBs de la linea celular Ramos
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Considerando lo reportado en la literatura que elF3f y elF3a no forman parte del
corazon catalitico de elF3 y que, por lo tanto, tienen funciones moduladoras (Burks et
al. 2001), puede esperarse que efectivamente elF3f sea un regulador traduccional de la
sintesis de proteinas especificas a las fases S y M de ciclo celular en células humanas
y no tipo celular especifico. De hecho, Shi et al. (2006) sugieren que elF3f es un
regulador negativo de la sintesis de proteinas y Masutani et al. (2007) reportan que
elF3f es indispensable para mantener un nivel adecuado de sintesis de proteinas. Fan
and Penman (1970) reportan que la sintesis de proteinas es inhibida en la transicion
G2/M y en la fase M del ciclo celular de mamiferos, e Higareda-Mendoza y Pardo-
Galvan (2010) reportan que elF3f se expresa en la fase M, sugiriendo que elF3f
contribuye a manera de modulador traduccional en la disminucion observada en la

sintesis de proteinas durante la fase M.

Hasta el momento, los Unicos reportes en la literatura que indican una expresion
transcripcional o traduccional bifasica durante el ciclo celular son, un reporte de una
proteina que presenta un perfil de expresion bifasico, pero a nivel traduccional.
Pyronnet (2000) reportaron que la expresion de la proteina ornitina decarboxilasa es
bifasica en células HelLa, presentando maximos en G1/S y G2/M. En este caso, el
ARNm de la ornitina decarboxilasa presenta un sélo maximo de expresion en G1/S, por
lo que el maximo de expresidn de la proteina observado en G2/M se da nivel
traduccional; asi, la regulacién de la expresion de la ornitina decarboxilasa se da a nivel
transcripcional en la fase S y traduccional en la fase G2/M, e Higareda y Pardo (2010)
reportan el perfil de expresidn transcripcional bifasico de elF3f el cual concuerda a nivel
transcripcional y traduccional, sugiriendo que la regulacion de la expresion de elF3f se

da solo a nivel transcripcional.

Es importante resaltar que la expresién transcripcional de elF3f en plantas y en hongos
es monofasica (G2/M y G2, respectivamente), sugiriendo con ello que el maximo de
expresion durante S en humano fue adquirido posteriormente por Animalia durante la

evolucién de esta rama filogenética.
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Asimismo, el hecho de que el gen elF3f se exprese en dos fases distintas del ciclo
celular genera interrogantes acerca de su funcién (o funciones), ya que los circuitos
morfogenéticos y bioquimicos son muy distintos en la fase S en comparacion a la fase
M. Existe evidencia que indica que elF3f no se relaciona exclusivamente con elF3, sino
que se relaciona fisicamente con proteinas ajenas a este factor traduccional, por lo que
seria interesante conocer con cuéles (ademas de los ya descritos), y a través de este
conocimiento, saber en qué otras vias metabdlicas o genéticas se encuentra

involucrado.

Al haber determinado en nuestro trabajo que la expresion bifasica de elF3f es una
caracteristica humana, ya que es compartida por varios tipos celulares de diferente
origen embrionario y recordando que el cigoto al tener posibilidades maximas de
desarrollo, es decir al momento que es totipotencial, da origen a todos los tipos
celulares del organismo, esto nos sugiere que es una funcién adquirida anterior al

proceso de diferenciacion, es decir en el momento en que la célula es totipotencial.

Con frecuencia, los genes relacionados al ciclo celular son importantes para la
viabilidad de la célula, dado que la division celular es un proceso celular que requiere
de la adecuada regulacién del ciclo celular mediante la expresion y activacion de
proteinas especificas en tiempo, concentracidén y espacio.

En el estado quiescente en el que se reprime la expresién de algunos genes sin que
signifigue un estado de inactividad de la célula, la represibn moderada o estricta de
genes como los que son exclusivamente requeridos para el ciclo celular es necesaria
puesto que esta condicion fisioldgica requiere funciones diferentes. Durante este estado
fisiologico la expresién de elF3f es abatida y la desregulacion de este gen no es de
importancia para la viabilidad celular de A549, de HepG2 y Ramos, como lo es para el
estado proliferativo. Sin embargo como ya se mencioné en los antecedentes, la
expresion de este gen en el estado quiescente (GO), inducido por limitacién de
nutrientes, no desaparece totalmente(Higareda-Mendoza y Pardo-Galvan 2010), y
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corroborado en este trabajo con las lineas celulares humanas HepG2 y Ramos (Fig.. 15
y 16 ) lo que sugiere una funcién diferente.

s | conmr | moss | nemor

Figura 15. Western Blot de GO y Asincroénico de las lineas celulares HepG2 y Ramos.
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Figura 16. Relacion elF3f/GADPH.

Con todos los datos que se tienen y considerando que el cancer es en ultima instancia,
un grupo de células que son incapaces de detener su ciclo celular (division) vy, el
organismo que es incapaz de controlarlas y eliminarlas, incapacidad que
frecuentemente lo lleva a la muerte. Una circunstancia que ha limitado el uso de terapia
génica por silenciamiento de genes importantes para el ciclo celular, es que con
frecuencia existen varias copias del mismo gen en el genoma, por lo que su

concentracion supera la capacidad silenciadora del antisentido o bien, otras proteinas
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similares sustituyen la funcion del gen silenciado, como sucede con las Cdks (Morris et
al. 2005). elF3f es un monogen y su funcién no es sustituida por otro gen. Aunque
existe una secuencia similar en el cromosoma 2, Higareda Mendoza y Pardo Galvan
(2010) demostraron que, se trata de un retropseudogen (inactivo), que el silenciamiento
de elF3f por antisentido o por siARN genera muerte celular, por lo que no hay
sustitucion funcional. Merece atencidn especial la velocidad con que el silenciamiento
de elF3f genera apoptosis, que es de 24 a 48 h posteriores al tratamiento, esto es, de
uno a dos ciclos celulares. Esto significa que, en teoria, un tratamiento de terapia
génica usando a elF3f como blanco a silenciar eliminaria al cancer en un corto periodo

de tiempo.
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7. CONCLUSIONES

El perfil de expresion de elF3f es bifasico presentandose en las fases S y M del

ciclo celular.

Dicho perfil esta presente en lineas celulares humanas de origen embrionario
diferente, lo cual nos habla de su esencialidad.

En estado quiescente los niveles de expresion de elF3f estan abatidos lo que nos

reafirma su esencialidad en el ciclo celular.
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