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RESUMEN

El Cancer Cervicouterino es uno de los principales canceres en mujeres
a nivel mundial que impacta en paises subdesarrollados y que, a pesar del
gran progreso en los métodos de deteccidn de lesiones y el conocimiento del
genoma del VPH, se ha observado un incremento de nuevos casos y muertes
anualmente. EI VPH de alto riesgo se integra comunmente en lesiones
premalignas y carcinoma cervical, y a partir de la transcripcién del bicistron de
E6/E7, se generan el pre-mRNA de E6/E7 y 3 isoformas de splicing, E6*l, E6*1I
y E6ME7. La expresion en el aumento de la concentracion de algunos factores
de splicing se ha relacionado con alteraciones celulares, como control del ciclo
celular, proliferacion y evasion de apoptosis, siendo catalogados como proto-
oncogenes. En este trabajo se evaluo el efecto de la sobreexpresion de SRSF1
en los niveles de los transcritos de E6/E7, de factores de splicing y la
regulacion de apoptosis en células derivadas de Cancer Cervicouterino. Con
este fin, su utilizd el sistema inducible basado en transposones Sleeping
Beauty, que permitio tener lineas celulares establemente transfectadas y el
uso de doxiciclina para incrementar la expresion del gen de interés. Se
transfectaron las lineas celulares HaCaT y SiHa con lipofectamina. Se llevo a
cabo la validacién del modelo de sobreexpresién de FLAG-SRSF1 y el efecto
en otros factores de splicing y proteinas reguladoras de apoptosis.Los
resultados mostraron un incremento en los transcritos de E6/E7, notablemente
E6/E7PeMRNA v E6* en la linea celular transfectada SiHa. Se mostraron
incrementos del mMRNA de CIAP1 y CIAP2 para la linea HaCaT transfectada.
Se encontraron ligeros incrementos en los niveles de proteina de hnRNP | en
ambas lineas celulares transfectadas, de p65 en la transfectante HaCaT e
incremento de hnRNPA2/B1 en la transfectante SiHa. Nuestros datos sugieren
gue la sobreexpresiéon de SRSF1 altera los niveles de transcrito de isoformas
de VPH16, asi como los niveles de mRNA y de proteina de factores de splicing
y proteinas reguladoras de apoptosis en las lineas celulares transfectadas
HaCaT y SiHa.
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ABSTRACT

Cervical Cancer is one of the main cancers in women worldwide that
impacts in underdeveloped countries and, despite great progress in detection
methods of lesions and HPV genome, an increase in new cases and deaths
has been observed annually. High-risk HPV is commonly integrated into
premalignant lesions and cervical carcinoma, and from the transcription of
E6/E7 bicistron, are generated the E6/E7 pre-mRNA and 3 splicing isoforms,
E6*l, E6*ll, and E6”E7. The expression in concentration increase of some
splicing factors has been related to cellular alterations, such as cell cycle
control, proliferation and apoptosis evasion, being classified as proto-
oncogenes. In this work, we evaluated the effect of the SRSF1 overexpression
on the levels of E6/E7 transcripts, splicing factors and the regulation of
apoptosis in cells derived from Cervical Cancer. For this purpose, the Sleeping
Beauty transposon-based inducible system was used, which allowed for stably
transfected cell lines and the use of doxycycline to increase the expression of
the gene of interest. HaCaT and SiHa cell lines were transfected with
lipofectamine. It was carried out the validation of the FLAG-SRSF1 over-
expression model and the effect on other splicing factors and apoptosis
regulatory proteins. The results showed an increase in E6/E7 transcripts,
notably E6/E7P¢™RNA and E6*I in the SiHa transfected cell line. It was shown
increased expression of CIAP1 and CIAP2 mRNA in transfected HaCaT line. It
was also found light increases in protein levels of hnRNP | in both transfected
cell lines, p65 in the HaCaT transfectant and increase hnRNPA2/B1 in the SiHa
transfectant. Our data suggest that SRSF1 overexpression alters the transcript
levels of HPV16 isoforms, as well as the mRNA and protein levels of splicing
factors and apoptosis-regulating proteins in HaCaT and SiHa transfected cell

lines.
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I. ANTECEDENTES
1. CANCER CERVICOUTERINO

El Cancer Cervicouterino a nivel mundial es el cuarto tipo de cancer mas
comun en mujeres. Se estiman mas de 500,000 casos nuevos y de 250,000
muertes anuales (de Sanjosé, S., 2007; Jung, H. S., et al., 2015; Zhang, S.,et
al., 2020). Al Virus de Papiloma Humano (VPH) se le asocia como el principal
factor de riesgo en el desarrollo de Cancer Cervicouterino. En paises
subdesarrollados, hay una alta incidencia de cancer de tipo anogenital con
deteccion de VPH. La infeccion por este virus también estéa relacionada con el
riesgo para el desarrollo de otros tumores malignos orofaringeos y
anogenitales (IARC, 2007; Lowy, D. R., 2016).

El VPH se ha clasificado con base en su potencial oncogénico, en dos tipos
de virus: los de bajo y los de alto riesgo. Los tipos virales de alto riesgo (VPH-
AR) como: VPH16, VPH18, VPH31, VPH33 y VPH35, son detectados en el
99% de los tumores (zur Hausen, H., 2002). Cuando un paciente exhibe una
infeccion persistente con un VPH oncogénico, existe mayor riesgo de
desarrollo de lesiones precancerosas y posteriormente, cancer invasivo. El
intervalo entre la adquisicion de infeccion y cancer es usualmente entre 15 a
25 afios 0 mas (Fernandes, J. V. & Aradjo, T. A., 2012; Schiffman, M., 2013).

En el cancer cervical, el VPH16 y VPH18 son los tipos virales mas
prevalentes, detectados en mas del 70% del cancer cervical (de Sanjosé, S.,
2007; Saraiya, M., 2015).

2. ESTRUCTURA GENOMICA Y CICLO REPLICATIVO DEL VHP16

Los VPH son virus de DNA, icosaédricos y no envueltos; las particulas del
virion miden 60 nm de diametro y poseen una molécula de DNA circular de
8,000 pb y doble cadena, contenida en las proteinas virales de cubierta
(capside) L1y L2 (Baker C. C., 1987; Doorbar, J., 2005). Todos los ORFs en
los Papillomavirus se localizan en una sola cadena del DNA. La cadena
codificante contiene 8 ORFs traducibles clasificados con base en su

localizacion como tempranos (E) o tardios (L). La regién temprana codifica
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proteinas regulatorias virales importantes para la iniciacion de la replicacion
del DNA; genes exclusivamente tempranos como E6 y E7 y genes tempranos
El, E2, E4 y E5. La region tardia codifica las proteinas de la capside viral y se
expresan Unicamente en células donde la infeccion es productiva. Contienen
también una regidn regulatoria de aproximadamente 1 kb, llamada region larga
de control (LCR), la cual contiene el origen de replicacion del DNA viral y los
elementos importantes para la regulacién transcripcional (Francis, D. A.,
Schmid, S. I., & Howley, P. M., 2000; Bernad H. U., 2002; Doorbar, J., 2005).

El ciclo replicativo de VPH esta estrictamente asociado al estadio de
diferenciacion del queratinocito. Comienza en el estrato basal del epitelio
mucoso, hasta donde llega el virus a través de micro-lesiones, seguido del
anclaje del virion a la membrana basal, mediante el proteoglicano heparan
sulfato (Chow L. T., 2010). Una vez que la célula basal se infecta, las proteinas
Ely E2 favorecen la replicacion viral en niveles bajos para evadir la respuesta
inmune. Las oncoproteinas E6 y E7 favorecen el crecimiento celular y un
aumento en expresion de los genes tempranos. Conforme la célula infectada
se divide, una célula hija se mueve al estrato superior (suprabasal) y empieza
su diferenciacion. Consecuentemente, cuando se alcanzan niveles altos de
E2, la expresion de E6 y E7 disminuye y da paso a un estadio dependiente de
diferenciacion, durante el ciclo replicativo. Adicionalmente, las proteinas L1y
L2 son producidas al final de la infeccion para ensamblar las particulas virales
en el estrato mas alto o diferenciado del epitelio. Finalmente, los niveles de E4
se incrementan y permite la liberacion de la progenie viral. Las células mueren
por descamacion y la progenie viral se libera y pueden infectar a otras células
del estrato basal (Doorbar J., 2005; IARC, 2007; Tommasino, M., 2014).
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Figura 1. Ciclo replicativo durante la infeccion productiva por VPH y organizacién de
Su genoma (tomado de Crosbie E. J., 2013).

3. ONCOPROTEINAS E6 Y E7

La actividad de transformacién de VPH-AR esta dada principalmente por
las oncoproteinas virales E6 y E7. Estas proteinas pequefias actian en
colaboracién durante el desarrollo de cancer inducido por VPH. En células
cancerosas, el genoma de VPH16 se encuentra integrado en el genoma y
consecuentemente se rompe el marco de lectura del ORF de E2, el regulador
negativo del promotor. Esto favorece a una mayor expresion de los oncogenes
virales, lo que aparentemente contribuye a generar un fenotipo mas agresivo

de cancer cervical (Francis D. A., et al., 2000; Tommasino M., 2014).

La oncoproteina E6 es una proteina basica rica en cisteinas con
aproximadamente 150 aminoacidos y un tamafio de 18 kDa, presenta dos
regiones de unién a zinc (E6N y E6C); ambos dominios contienen motivos de
cisteinas (CXXC) conservados entre las proteinas E6 en todos los VPHs
(Tommasino M., 2014); E6 se caracteriza por inhibir el arresto de crecimiento
y la apoptosis dependiente de P53, en respuesta a proliferacién aberrante. Asi

mismo interactla con la ubiquitin ligasa E6-AP formando un complejo trimérico
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con P53, lo que conlleva a la degradacion de P53 via proteosomal. Por otra
parte, interacciona con P300, CBP y ADA y previene la acetilacion de P53,
inhibiendo la transcripcion de genes de respuesta a P53. La proteina E6
promueve la evasion de la apoptosis en respuesta a citocinas de supresion de
crecimiento; a través de su interaccion con TNFR1, FADD y caspasa 8
(CASP8), favorece la degradacion de las proteinas pro-apoptoticas BAX y
BAK. Mediante su interaccion con SP1, C-MYC y NFX123, activa la
telomerasa (subunidad TERT), la cual previene el acortamiento de los
telomeros y favorece la proliferacion e inmortalizacion celular. Ademas,
promueve la degradacion de proteinas con motivos PDZ, generando una
pérdida de polaridad celular. La interaccion con PAK, paxilina, fibulina previene
anoikis y permite el crecimiento celular independiente de anclaje a matriz
extracelular. Adicionalmente, altera la respuesta a IFN por medio de inhibicion
de actividad de P53 e IRF3 (Huibregtse, J. M., et al., 1991; Howie, H. L., et al.,
2009; Moody C.A., et al., 2010).

La oncoproteina E7 es una fosfoproteina acidica de aproximadamente 100
aminoacidos que posee motivos de union a zinc. Dicha proteina esta
constituida por 3 dominios: regiones conservada 1-3 (CR1-3). Las CR2 de
varias proteinas E7 incluyen un sitio de fosforilacion por la cinasa de caseina
II'y un motivo de unién LXCXE que permite su interaccidén con el supresor de
tumor PRB y proteinas relacionadas (P170 y P130); esto inhibe su funcion y
favorece la liberacion del factor de transcripcion EZ2F, activando
constitutivamente sus genes blanco, consecuentemente elimina el arresto del
ciclo celular en la fase G1-S. Altera el ciclo celular al inhibir las proteinas P21
y P27 y estimular las ciclinas y por la activacion directa de CDK2, que estimula
la sintesis anormal del centrosoma y su interaccion con proteinas de la via
ATM-ATR vy y-tubulina; como consecuencia, este efecto genera un mayor
riesgo de inestabilidad gendmica. E7 altera la expresion génica celular
mediante su interaccion HDACs y E2F6. La interaccion con P600 evade la
anoikis y la inhibicién de componentes de la respuesta de IFN, como IRF1y
P48, favorecen a una infeccion persistente (McLaughlin-Drubin, M. E., et al.,
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2009; Moody C.A., et al., 2010; Roman, A., & Munger, K., 2013). En suma,

ambas oncoproteinas promueven un incremento en la proliferacion celular,

desregulan el ciclo celular y producen resistencia a la apoptosis.
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Figura 2. Principales dominios de las oncoproteinas E6 y E7, e interacciones con otras
proteinas en el queratinocito infectado (tomado y modificado de Moody C.A., et al., 2010;
Roman, A., & Munger, K., 2013).

4. APOPTOSIS Y VIAS APOPTOTICAS

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada altamente
regulado. Es importante para la supervivencia de organismos multicelulares,
al eliminar células infectadas o dafiadas que interfieran con su funcién normal.
Morfologicamente las células en apoptosis se caracterizan por fragmentacion
nuclear y fragmentacion del DNA, dafio mitocondrial, membrana protuberante
y formacion de cuerpos apoptoticos (Vicencio, J. M., 2008; Portt, L., 2011). Las
proteinas que tienen un papel preponderante durante la apoptosis son las

procaspasas (cisteinil-aspartato proteasas). Todas las procaspasas poseen
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pro-dominios largos o cortos y dominios de reclutamiento (CARD) o dominios
efectores de muerte (DED). Los dominios cataliticos se encuentran separados
en una subunidad grande y una pequefia; durante la activacion, ambos
dominios son separados por protedlisis; las caspasas activas estan
constituidas por 2 fragmentos largos y 2 cortos, formando un hetero-tetramero.
Se clasifican en dos grupos: las procaspasas iniciadoras y las procaspasas
efectoras. Las primeras poseen un pro-dominio largo, incluyen las
procaspasas 2, 8, 9y 10, y son auto-cataliticamente activadas por sefales pro-
apoptoéticas. Las segundas poseen pro-dominios cortos, incluyen las
procaspasas 3, 6 y 7, y son activadas por accidn de las caspasas iniciadoras
(Pop, C., & Salvesen, G. S., 2009; Parrish, A. B., et al., 2013; Creagh, E. M.,
2014). Se han descrito dos vias principales para su activacion: la intrinseca o

mitocondrial y la extrinseca o de muerte mediada por receptor.

La via intrinseca es regulada principalmente por la mitocondria y ocurre
cuando su DNA estd dafiado, se pierde su potencial de membrana o se
sobreexpresion algunos oncogenes. Otros estimulos que regulan
positivamente la activacion de la via intrinseca incluyen a la radiacion, toxinas,
hipoxia, infecciones virales y radicales libres. Estas agresiones a la célula
resultan en un incremento en la expresion de proteinas proapoptéticos con
dominio BH3, que activan a las proteinas de la familia BCL-2, BAX y BAK
(Elmore, S., 2007; Taylor, R. C., et al., 2008; Pfeffer, C. M., & Singh, A. T.,
2018). Las proteinas BAX y BAK oligomerizan y promueven la
permeabilizacion de membrana mitocondrial externa (MOMP), lo que permite
la liberacion de proteinas de la region intermembranal, como citocromo c,
SMAC/Diablo y HTRA2/OMI. El apoptosoma se forma después de la liberacion
del citocromo c, en conjunto con la proteina APAF-1, dATP y la pro-caspasa 9
(Saelens et al., 2004; Chinnaiyan, 1999; Hill et al., 2004). Esta plataforma
convierte la pro-caspasa 9, en caspasa 9, que a su vez activa las procaspasas
efectoras 3 y 7. Otro grupo de proteinas pro-apoptoticas como el factor
inductor de apoptosis (AIF), endonucleasa G y la proteina carbamoilfosfato
sintasa 2, aspartato transcarbamoilasa y dihidro-orotasa (CAD) son liberadas
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desde la mitocondria durante la apoptosis en un evento tardio cuando la célula
esta comprometida a morir. La proteina AlF se transloca al nacleo para causar
fragmentacién del DNA y condensacion de cromatina; la endonucleasa G
también se transloca al nucleo y escinde la cromatina nuclear que produce
fragmentos de DNA oligonucleosomal. Por altimo, CAD transloca al nucleo lo
gue lleva a una condensacion de la cromatina mas pronunciada y avanzada y
a la fragmentacion del DNA en forma oligonucleosomal (Susin et al., 2000; Li
et al., 2001).

La via extrinseca es mediada por un subgrupo (7/28) de la superfamilia de
receptores transmembranales del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) que
incluyen: TNFR, FAS y TRAIL. La familia de receptores comparte dominios
extracelulares ricos en cisteina y un dominio citoplasméatico de 80 aminoacidos
denominado dominio de muerte (Ashkenazi and Dixit, 1998; Locksley et al.,
2001). Después de la union de su ligando, proteinas adaptadoras
citoplasmaticas son reclutadas al extremo intra-citoplasmético del receptor,
mediante sus dominios de muerte. Por ejemplo, la union de FASL a FASR
resulta en union de la proteina adaptadora FADD, pero la unién de TNFa al
TNFR conlleva a la unién de la proteina adaptadora TRADD y al reclutamiento
de FADD y RIP. LA proteina FADD se asocia con la pro-caspasa 8 mediante
la dimerizacion del dominio efector de muerte (Hsu et al., 1996; Wajant, 2002).
Este evento involucra la formacion y activacion de varios complejos que sirven
como plataforma a proteinas reguladoras de la apoptosis, un ejemplo es el
complejo de sefalizacién inducida por muerte (DISC), que procesa
autocataliticamente a la pro-caspasa 8, la que a su vez activa la caspasa 3.
Esta ultima es responsable de los cortes de la polimerasa poli (ADP-ribosa),
laminina y gelsolina y fodrina, que inhiben la reparacion del DNA, la rotura de
la membrana nuclear, y promueve la reduccion del citoplasma y la formacion
de cuerpos apoptoticos, respectivamente (Kischkel et al., 1995; Elmore, S.,
2007; Taylor, R. C., et al., 2008; Pfeffer, C. M., & Singh, A. T., 2018). La
activacion de la via mitocondrial también puede ocurrir seguido de la activacion

de la via extrinseca. Esto ha sido demostrado, la escision del amino terminal
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del miembro pro-apoptético BID por la caspasa 8, generara una forma activada
de BID, llamada BID truncada o tBID. tBID promueve la oligomerizacion de
BAXy BAK, y la via intrinseca se activa (Portt, L., 2011).

5. REGULACION Y RESISTENCIA A LA APOPTOSIS

Existen tres familias de proteinas antiapoptoticas que participan en la
regulacion de la apoptosis, incluyendo proteinas inhibidoras como FLICE
(FLIP), proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2 y proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs). De gran importancia en la regulacion de la apoptosis, son la
familia de proteinas que contienen el dominio BH (dominio de homologia a Bcl-
2). Esta familia contiene reguladores positivos y negativos de apoptosis, por
ejemplo, la proteina BCL-2 antagoniza el efecto de BAX y previene la
liberacion de citocromo c. La proteina supresora de tumor, P53, juega un papel
critico en la regulacion de proteinas de la familia BCL-2. En contraste con la
via intrinseca, la iniciacion de la cascada de sefializacion apoptética por la
estimulacién de receptores de muerte recuerda a la cascada de sefializacion
tradicional de tipo citocina. Sin embargo, la via extrinseca es regulada

negativamente para prevenir una muerte celular inapropiada.

La familia de las proteinas FLIP representa sus inhibidores mejor
conocidos. Esta familia contiene el mismo dominio DED que la procaspasa 8
y pueden prevenir su activacion, interfiriendo con su reclutamiento en el
receptor activado (Elmore, S., 2007; Taylor, R. C., et al., 2008; Pfeffer, C. M.,
& Singh, A. T., 2018; Portt, L., 2011).

La tercera clase de proteinas inhibidoras méas estudiadas durante
mecanismos de supervivencia celular es la familia de proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAPs). Las IAPs se definen por la presencia del dominio de
repetidos IAP de baculovirus (BIR). ElI dominio BIR de union a zinc de
aproximadamente 70 aminoacidos, media interacciones proteina-proteinay es
esencial para el funcionamiento de las IAPs en apoptosis (Birnbaum, et al.,
1994). En el humano se encuentran 8 IAPs, siendo CIAP1, CIAP2 y XIAP

relacionadas principalmente en apoptosis. Contienen 3 dominios BIR en su
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dominio N terminal, un dominio asociado a Ubiquitina (UBA) y un dominio
RING que provee actividad E3 ligasa. Por dltimo, CIAP1 y CIAP2 poseen un
dominio de reclutamiento de caspasa conservado (CARD) que puede inhibir
su actividad E3 ligasa (Dueber, et al., 2011; Lopez, et al. 2011). Estos dominios
no se unen a caspasas 0 antagonistas de IAPs, pero usan formas de
interaccion con un conjunto diferente de proteinas. Por ejemplo, el dominio BIR
| de clAPs promueve la union del receptor del factor de necrosis tumoral
asociado al factor 1 (TRAF1) y TRAF2, mientras que el dominio BIR | de XIAP
media la interaccion con el factor de crecimiento transformante (TGF() con la
proteina de union cinasa (TAK1) (Uren, A. G., etal., 1996; Lu, M., et al., 2007).

Se ha descrito el papel de CIAP1, CIAP2 y XIAP en el control de una
plataforma inductora de muerte denominada RIPtosoma (también llamada
Complejo-Il o necrosoma). El RIPtosoma se ensambla en respuesta a
estimulos extrinsecos de muerte y contiene los componentes RIPK1, FADD y
caspasa 8, y puede estimular la apoptosis dependiente de caspasa 8. Este
complejo puede incluir proteinas adicionales como caspasa 10, CFLIPL,
RIPK3 y TRIF, dependiendo del tipo celular y estimulo. CIAP1, CIAP2, XIAP y
CFLIP regulan negativamente la formacion de este complejo, siendo las clAPs
(1 y 2) las més criticas (Geserick, et al. 2009; Feoktistova et al. 2011). La
escision de CFLIPL mediada por caspasa 8 lleva a la formacion de CFLIP
(p43), el cual permite su unién con TRAF2 y formacién de un complejo CFLIP
(p43)-caspase-8-TRAF2. TRAF2 recluta a las clAPs para mandar a
ubiquitinacién a CFLIP escindida y caspasa 8 (Micheau, et al., 2002; Kataoka
y Tschopp, 2004).

Ademas, el papel de las clAPs en cancer se ha explorado recientemente.
Se ha postulado que CIAP1 coopera con MYC para mandar a degradacion a
su contraparte, MAD1. CIAP1 modula la respuesta celular a TNFa que es
producida por el microambiente tumoral. Es de interés mencionar que C-MYC
induce la expresion de numerosas citocinas, las cuales son atrayentes para

células inflamatorias y favorecer el desarrollo de tumor por liberacion de
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factores de crecimiento y otras citocinas (Murdoch, C., et al., 2008; Li, H., Fang,
et al., 2018). Dado que CIAP1y CIAP2 participan como mediadores clave para
la activaciéon de NF-kB inducida por TNFa y protegen a las células de los
efectos letales de TNFa, es probable que los incrementos en los niveles de las
IAPs puedan ayudar a la supervivencia de la célula cancerosa modulando la
respuesta a TNFa. Se ha observado que la sobreexpresion de XIAP
eficientemente inhibe la activacion de caspasas y la apoptosis estimulada por
las vias intrinsecas y extrinsecas. Por el otro lado, las células que carecen

XIAP son sensibilizados a muerte celular (Sasaki, H., et al., 2000).

La habilidad de evadir apoptosis puede ser inducida por un diferente rango
de alteraciones incluyendo cambios fisioldgicos como la activacion/induccion
de vias de sefales mitogénicas (ERK1/2, AKT), la inactivacion/desregulacion
de ciertas moléculas apoptéticas (receptor FAS, BAX), la sobreexpresion de
un nimero de genes antiapoptoticos como BCL-2 y CFLIP. Los defectos en la
apoptosis son considerados un complemento importante de la activacion de
proto-oncogenes, ya que la pérdida de control de muchas proteinas que
dirigen la division celular, también desencadena la apoptosis (ejemplos C-
MYC, Elay ciclina D1) (Adams, J.M. & Cory, S., 1998; Yip, KW. & Reed, J.C.,
2008).
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Figura 3. Versién simplificada de las vias intrinseca y extrinseca de apoptosis (tomado y
modificado de Portt, L., et al, 2011).
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6. SPLICING ALTERNATIVO DE VPH16

El splicing es un mecanismo conservado y complejo que involucra la
eliminacion de intrones del pre-mRNA,; para llevarse a cabo, es necesaria la
seleccion de los exones mediante la definicion del exén y el intrén. Como su
nombre lo indica, el mecanismo de splicing alternativo consiste en el uso
diferencial de los sitios de splicing, produciendo diferentes formas del transcrito
maduro. Aproximadamente, 92-94% de los genes humanos sufren splicing
alternativo, lo que permite una amplificacion del transcriptoma y la
diversificacion del proteoma celular, la expresion especifica durante el
desarrollo celular y tisular (Black, D. L., 2003; Matlin, A. J., et al., 2005).

El splicing alternativo es importante para la expresion de los transcritos de
VPH16. En estadios tempranos del ciclo replicativo de VPH, la transcripcion
del promotor p97 genera transcritos policistronicos que codifican para los
genes tempranos, los cuales son RNAs poliadenilados por una sefial temprana
de poliadenilacion (pAE). Estos transcritos policistrénicos son sujetos a
splicing alternativo. Los mMRNAs expresados desde el promotor p97 tienen el
potencial de expresar las proteinas E6, E7, E1, E2, E4 y E5. El sitio donador
de splicing (SDS) SDS226 y los sitios aceptores (SAS) de splicing SAS409,
SAS5226 y SAS742 estan enlazados exclusivamente al promotor p97,
localizado en la LCR, y son procesados en los transcritos tempranos
(Johansson, C., & Schwartz, S., 2013; Kajitani, N., & Schwartz, S., 2015). En
los tumores positivos para VPH-16, se han observado 4 transcritos principales,
generados en por el uso de 3 sitios de splicing 3’ de la region de genes
tempranos. Dichos sitios de splicing se localizan en el intrén 1, entre el ORF
de E6 y E7 (del Moral O., et al., 2010; Ordodiiez, R. M., et al., 2004).

La diferenciacion terminal de la célula hospedera resulta en cambio
expresion a la region tardia del genoma (codificando L1 y L2) seguido por la
poliadenilacion en la sefial de poliadenilacion tardia (pAL) para generar
MRNASs de L2. Cada sefal de poliadenilacion esta precedida por un UTR que,

cuando se transcribe, confiere elementos al RNA los cuales determinan la
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eficiencia de poliadenilacion, traduccion y la vida media del mRNA (Graham,
S. V., 2008; Johansson C., & Schwartz S., 2013; Schwartz, S., 2013). Los sitios
donadores de splicing SDS880, SDS3632 y el sitio aceptor de splicing
SAS5639 son usados para el splicing de mRNAs tardios. Cuando la célula
infectada se diferencia y el virus se encuentra episomal, el promotor tardio
p670 se activa e induce la alta expresion de pre-mRNAs para E1, E2 y E4
usando primariamente los sitios de splicing SDS880, SAS2709 y SAS3358.

Las proteinas E1 y E2 se unen al origen de replicacion, el cual esta
localizado en la LCR, para replicar el genoma de DNA viral, y se impide la
expresion de p97 (E2 es el represor). En nuestro caso, nos interesa el splicing
de los oncogenes E6/E7.

SD SAA SAB e
S W= | ——
e
BPS (G328)
226 '_{09
E6*I/E7 __EG R D .....
T 526
E&*II/E7 e B2 0. =
| E6 | I 742
EGNET E6 T Tt —

Figura 4. Representacion esquematica de los principales transcritos producidos por AS en
VPH 16 (tomado de del Moral O., et al., 2010).

Los Papillomavirus utilizan el splicing alternativo para varios propésitos.
Muchos de los sitios de splicing son controlados por elementos regulatorios de
RNA que determinan la eficiencia de sitio de splicing. Basados en el modelo
de escaneo para la traduccion de mRNA, establece que la presencia rio arriba
de codones AUG tiene un impacto negativo en el inicio de la traduccion de
codones AUG rio abajo, el splicing alternativo genera mRNAs con pocos
codones AUG rio arriba posibles para cada gen de VPH (Graham S. V. 2008;
Johansson C., & Schwartz S., 2013).
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7. PROTEINAS REGULADORAS DEL SPLICING ALTERNATIVO

Las proteinas SR (Serine and arginine-rich) son una familia conservada de
12 factores de splicing esenciales en la biogénesis de los RNAs (Misteli, T., et
al.,1998; Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015). Las diferentes proteinas SR
pueden restaurar la actividad de splicing en el extracto citoplasmatico celular
inactivo de splicing S100 de HelLa. Sin embargo, todas muestran un grado de
especificidad de substrato, especialmente con respecto a la regulacion del
splicing alternativo, a través de la union secuencia especifica, a elementos de
enhancer de splicing exonico (ESE) (Liu, H. X. et al., 1998; Blencowe, B. J.,
2000). Estas proteinas actuan en la seleccién de sitios de splicing para su
reconocimiento por el spliceosome (un gran complejo de ribonucleoproteinas
encargado de la seleccion de exones y la eliminacion de intrones en los pre-
MRNAS).

Las proteinas SR se unen principalmente a secuencias degeneradas de 4-
8 nucledtidos ricos en purinas (por ejemplo, GAAGAA). Esta union promueve
la definicién de exon en el splicing constitutivo y la seleccidn positiva (inclusion)
del exén alternativo durante el splicing alternativo (Howard, J. M., & Sanford,
J. R., 2015). Estructuralmente las SR poseen un dominio amino modular que
consiste en uno o dos motivos de union a RNA (RRM) y un dominio carboxilo
rico en repetidos de serina y arginina (SR). Las diferencias entre sus miembros
estan basadas en la presencia o ausencia del dominio de union a RNA
homologo (RRMH) y el tamafio del dominio SR (este varia desde los 50 a 350
aminoéacidos) (Zahler, A. M., et al., 1992). Las proteinas SR, como SRSF1,
SRSF3, SRSF4, SRSF6, SRSF7 y SRSF10, tienen localizacién nuclear y
citoplasmatica (hacen shuttling). Las modificaciones post-traduccionales
dictan la localizacion y funcion de las proteinas SR. La fosforilacion de las
proteinas SR esta regulada por familia de cinasas especificas de SR (SRPK)
y otros miembros de la familia de cinasas CMGK (CIk/Sty). El dominio SR es
fosforilado constantemente para incrementar la especificidad de union al RNA
y la interaccion con proteinas del spliceosome (Bjork, P., et al., 2009). Se

localizan en subregiones nucleares denominados speckles. CIk/Sty promueve
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su salida del complejo spliceosomal, al fosforilar el dominio SR, una vez
ensamblado el spliceosome; pueden ser recicladas para rondas adicionales
de splicing y ser defosforiladas para asociarse al MRNA o proceder al exporte
nuclear y la traduccion del transcrito. En el citoplasma, sufren fosforilacion por
SRPK, facilitando su interaccion con transportina-SR y su regreso al nucleo.
Otros eventos regulados por las proteinas SR son la degradacion de RNAS sin
sentido, mediante los mecanismos de decaimiento nuclear (NMD), estimular
la traduccion de mRNAs al favorecer su entrada a los polisomas y el
procesamiento de miRNAs (Aenkoe, M. L., et al., 2014, Das, S., & Krainer, A.
R., 2014; Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015).

La familia de proteinas de ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(hnRNPs) compite con las proteinas SR, su funcion es reprimir la selecciéon de
cassettes de exon alternativos, durante el splicing. Las proteinas hnRNPs se
unen generalmente a elementos silenciadores de splicing intrénicos o exénicos
(ISS 0 ESS), bloguean el acceso de miembros del spliceosome, e inhiben el
sitio de seleccidn de splicing. Las proteinas SR antagonizan la actividad de las
proteinas hnRNPs de una manera dependiente de concentracion, previniendo
la omision del exon (Venables, J. P., 2008; Busch A. y Hertel K. J., 2012).
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Figura 5. Regulacion de la fosforilacidn del trafico intracelular de las proteinas SR (tomado de
Zhou Z., et al., 2013).
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8. LA PROTEINA SRSF1

La proteina prototipo de las SR es SRSF1 (anteriormente llamada
ASF/SF2) y es uno de los factores de splicing mas estudiados y conservados
en funcién . Es el miembro fundador de la familia; originalmente fue identificado
y aislado en base a sus actividades: promover el ensamble del spliceosoma,
restaurar el splicing constitutivo del pre-mRNA en el extracto celular S100 de
HelLay regular el splicing alternativo del pre-mRNA temprano de SV40 (Bjork,
P., 2009; Das, S., & Krainer, A. R., 2014; Howard, J. M., & Sanford, J. R.,
2015). La proteina SRSF1 inicialmente fue descrita como un factor de splicing
importante para la definicion del exon e intron en el splicing constitutivo y la
regulaciéon del splicing alternativo. Sin embargo, SRSF1 participa en varios
eventos durante la biogénesis de los RNA: favorece el splicing, estabilidad,
transporte, regulacion de traduccion, degradacion de mRNAs y produccion de
miRNAs (Aenkoe, M. L., et al., 2014).

La proteina SRSF1 regula el splicing de sus propios transcritos
promoviendo la expresion de formas de splicing que poseen un codon de paro
prematuro (PTC) y son dirigidos a degradacion; ademas regula su expresion a
nivel traduccional, cambia la asociacion de su mRNA de los polisomas a los
monosomas, disminuyendo la eficiencia de traduccion (Das, S., & Krainer, A.
R., 2014; Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015). Estructuralmente, posee 2
RRMs (un motivo RRM y un RRMH) separados por una region linker rica en
glicinas en el dominio amino terminal y contiene un dominio SR dividido en
RS1y RS2 con cerca de 20 serinas unidas a prolinas o argininas en su dominio
carboxilo terminal. Ambos dominios son esenciales en la union especifica a

los transcritos y su interaccion con otras proteinas (Aubol, B. E., et al., 2013).

RRM1 G-rich RRM2 RS

C16 $91 N121 D195 R198 R247
I | I | | |

RSPSYGRSRSRIRSRSRSRIRSNSRSREYSPRRSRGSPRYSPRHSRSRSR
Figura 6. Esquema estructural de la proteina SRSF1 (tomado y modificado de Blanco F.J. &
Bernabéu C, 2012).
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El knock out del gen de SFRS1 es letal, durante el desarrollo del gusano y
raton. Adicionalmente, cuando el gen SFRS1 es eliminado en células de pollo
DT40 o en los cardiomiocitos de ratén, desencadena inestabilidad genémica,
arresto del ciclo celular y apoptosis. Esto refleja su importancia en una etapa

de desarrollo o especificidad en un tipo celular (Xu et al., 2005; Li et al., 2005).

9. SRSF1 UN PROTO-ONCOGEN

El gen SFRS1 esta localizado en el cromosoma 17¢g23, un locus
comunmente amplificado en tumores y muestra un incremento en niveles
elevados de mMRNA de SRSF1 (Sinclair, C. S., 2003). Los niveles de mRNAs
y proteina de SRSF1 se detectan elevados en diversos tipos de tumores, como
mama, pulmén, colon, préstata, ovario, entre otros. Su sobreexpresion en
fibroblastos de raton inmortalizados y células epiteliales mamarias humanas,
resulta en transformacion oncogénica; este efecto promueve una alta
capacidad de proliferacién, resistencia a la apoptosis y formacion de tumores
malignos en trasplante ortotropico en ratones. Estos datos demuestran su
posible papel como un proto-oncogén (Anczukoéw O., et al., 2012; Das S., et
al., 2012). La regulacion de SRSF1 se ha estudiado ampliamente. EI gen
SFRS1 es un blanco transcripcional de C-MYC (considerado también un
oncogén), un potente factor de transcripcion altamente expresado en tumores,
se une a dos cajas E candnicas funcionales localizadas en el promotor de
SFRS1y promueve una mayor transcripcion del gen. Por otra parte, la proteina
Sam68 (fosforilada via ERK/MAP cinasa) promueve la expresion del transcrito
completo de SRSF1 y un incremento en sus niveles de proteina.

La localizacion de SRSF1 es modulada por la respuesta a estrés y su
hiperfosforilacion es observada durante la respuesta a dafio al DNA, provoca
una distribucion subnuclear alterada y, por lo tanto, cambios en los patrones
de splicing de un gran nimero de transcritos (Valacca C., et al., 2010; Das S.,
et al., 2012; da Silva, et al., 2015). La alta expresion de SRSF1 en células HEK
293T mostro un incremento en la tasa traduccional de algunas proteinas de

union a RNA, componentes clave de la maquinaria del ciclo celular (proteinas
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uso mitético, cinetocoro, fase M) y proteinas de regulacién de transcripcion. La
proteina SRSF1 altera el splicing alternativo del receptor tirosina cinasa RON,
omitiendo el exén 11 y generando isoformas que inducen transicién epitelio-
mesénquima (EMT) y motilidad celular. Ademéas, SRSF1 promueve el
incremento de variantes de la cinasa S6 1 (S6K1), que pueden unirse al
complejo mTOR para ser activadas y consecuentemente fosforilar al factor
elF4EBP1, lo que aumenta la traduccion dependiente de cap. La proteina
SRSF1 regula la expresion de su propio transcrito, asi como los de PABPC1,
NETO2 y ENSA, y potencia la traduccion de B-catenina, promoviendo la
sefalizacion Wnt. Interesantemente, cuando SRSF1 se encuentra altamente
expresado, se ha observado alteraciones en los niveles de proteinas de union
a RNA como hnRNP Al en células HEK293T (Sanford J. R., et al., 2008),
hnRNP A2/B1 en cancer de mama (Gautrey H. L. & Tyson-Capper A. J., 2012),
SRSF3 en cancer de ovario epitelial (Iborra S., et al., 2013), entre otros en
cancer de mama (Das S. y Krainer, A. R., 2014; Karni R, et al., 2007) y cancer
de colon (Ghigna C., et al., 2005). Aunque el papel de SRSF1 durante el
splicing constitutivo y alternativo ha sido descrito ampliamente en tumores de
mama, colon y pulmén, son pocos los estudios que evaltan la estabilidad y
eficiencia de traduccién de transcritos durante el desarrollo de la malignidad
en otros tipos de cancer.

SRSF1

Alternative splicing
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Figura 7. Modelo de las actividades que contribuyen a la transformacién en cancer de mama
(tomado de Anczukow O., et al., 2012).
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10. SRSF1 Y LA RESISTENCIA A LA APOPTOSIS

Las células tumorales evaden la apoptosis al cambiar la expresion de
genes que controlan la muerte celular programada (Fernald, K., & Kurokawa,
M.; 2013). Las alteraciones en los niveles de factores de splicing observados
en cancer pueden afectar la apoptosis en diversas maneras. Los niveles muy
altos o muy bajos de estos factores pueden resultar en cambios en el balance
entre variantes de splicing pro- y antiapoptoticas. Algunos factores de splicing
pueden también facilitar la sintesis de variantes de splicing de proteinas
especificas que promuevan o interfieran con las vias apoptoticas.
Adicionalmente, algunos factores pueden actuar como reguladores
traduccionales o post-traduccionales (como hnRNP Al, hnRNP C1/C2 y
SRSF2) alterando la tasa traduccional, mediada por IRES, de proteinas
antiapoptoticas como CIAP1/2 y XIAP condicionando la degradacion
proteosomal de proteinas apoptéticas (como P53 y algunas caspasas). Por
ultimo, algunas proteinas de union a RNA pueden interactuar directamente con
proteinas apoptoéticas y modular su actividad (Kedzierska, H., & Piekietko-
Witkowska, A., 2017). SFSR1 podria regular la expresion de varios factores de
splicing de las familias SR y hnRNP, incluyendo hnRNP | (PTB), hnRNP Ky
SRSF3, de acuerdo a ensayos con gen luciferasa (Mo, S., Ji, X., & Fu, X.-D.,
2013) y ensayos in silico en células HEK293T (Sanford J. R., et al., 2008).

Previamente, las proteinas hnRNPs han sido estudiadas mayormente en
relacion a su papel en la regulacion de apoptosis en algunos tumores. hnRNP
| promueve la expresion de variantes antiapoptéticas de FADD (isoforma
corta), APAF-1 (disminucién de niveles de mRNA), BIM (expresion isoformas
Y) en tumores renales y mamarios (Juan, W. C., et al., 2014). Por su parte, la
proteina hnRNP K favorece los niveles de la isoforma larga de CFLIP,
disminucién de mRNA de APAF-1, y promueve el incremento de la traduccién
de XIAP en tumores hepatocelulares (Xiao, Z., 2013). Recientemente, las
proteinas SR se han involucrado en la regulacion de apoptosis en células
tumorales. La proteina SRSF3 favorece la produccion del transcrito largo de

caspasa 8, la isoforma corta de la caspasa 2 y cambios en el splicing
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alternativo de BCL-2. Dichas alteraciones previenen el evento de apoptosis en
tumores de colon, de ovario, de cérvix y de mama (Jang, H. N., 2014; He, X.,
et al., 2011).

La proteina SRSF1, primer oncogén identificado entre las proteinas SR,
altera el splicing alternativo de proteinas de la familia Bcl-2 (Bimy, Bcl-X., Mcl-
1.), IAPs (la traduccion de survivina) y otras proteinas relacionadas (caspasa
9b, BIN1, P53). Este efecto favorece una resistencia a la apoptosis, al generar
isoformas que tienen funciones antiapoptéticas o carecen de actividad
proapoptotico en cancer de mama (Anczukow O., et al., 2012), de pulmén y de
colon (Moore M. J., et al., 2010). Por ultimo, la proteina CIAP1 regula la
ubiquitinacién de MAD que, junto con MAX, regulan negativamente a C-MYC,
el regulador transcripcional del gen de SFRS1 (Xu, L., et al., 2007). Sin
embargo, el papel de SRSF1 en la regulacion de componentes de las vias
apoptoticas durante la carcinogénesis cervical ha sido pobremente evaluado y

es poco comprendido.
II. ANTECEDENTES DIRECTOS

Actualmente, hay muy pocos estudios sobre el papel de la proteina SRSF1
en el desarrollo de cancer cervicouterino. Se ha descrito que los niveles de
expresion de las proteinas SR y hnRNPs disminuyen conforme la célula
diferenciada asciende en el estrato de epitelio cervical; sin embargo, en
lesiones pre-malignas infectadas con VPH-AR, se observa un incremento en
los niveles de proteinas de unién a RNA (especialmente SRSF1) (Fay, J., et
al., 2009). Ademas, las proteinas SRSF1 y SRSF3 se unen a un ESE que
favorece la produccién de transcritos tardios de VPH16, en el inicio del ORF
de E4 (Somberg M., & Schwartz S., 2010). En un modelo de progresion de
tumor cervical, las proteinas SRSF1, SRSF2 y SRSF3 se incrementan
especificamente por la infeccién de VPH16. Se sugiere que sus nhiveles son
controlados por la infeccion viral para la regulacion de expresion de genes
virales (Mole S., et al., 2009). En la linea celular de CaSki, se observé que en

el knockdown de SRSF2 disminuyo la proliferacion celular, la formacion de
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colonia y se incremento la apoptosis. Ademas se demostré que SRSF2 podria
mantener la estabilidad de los MRNAs de E6/E7 (McFarlane M., et al., 2015).

En nuestro laboratorio, se ha evaluado la resistencia de apoptosis de lineas
celulares derivadas de Cancer Cervicouterino y dicha respuesta es diferencial.
Los niveles de transcrito y de proteina de caspasas son diferenciales en las
lineas C33-A (VPH negativo), SiHa (1-2 copias de VPH16 integradas), CaSki
(derivado de carcinoma con alto nimero de copias integradas de VPH16 por
célula) y HelLa (derivado de adenocarcinoma con alto nimero de copias
integradas de VPH18 por célula). La expresion de las caspasas 3y 6 es menor
en las lineas CaSki y HeLa (altamente resistentes a apoptosis con tratamiento
Cis-platino y UV, datos no publicados). El nivel de caspasa 8 es bajo en SiHa
y no es detectada en C33-A (Aréchaga-Ocampo E., et al., 2008). Cambios en
las proporciones de proteinas que se unen al RNA pueden alterar su
estabilidad y traducibilidad. Cabe recordar que las proteinas IAPs, CIAP1/2 y
XIAP son ubiquitin-ligasas que se unen a las caspasas; ademas, CIAP1 es un
regulador de los niveles de expresion de C-MYC. Adicionalmente, en las lineas
se observan niveles de expresidn heterogéneos de algunos factores de
splicing. De especial interés, la proteina SRSF1 present6 niveles mayores en
CaSki y HeLa (del Moral O., et al., 2010). Se ha observado en CaSki y HeLa
un incremento de niveles de proteina de miembros reguladores negativos de
apoptosis como c-IAP1, c-IAP2 y CFLIP (datos no publicados). Estos
resultados nos sugieren que el patrén diferencial de expresién en marcadores
de la resistencia a apoptosis y el papel que juegan algunos factores de splicing
esté relacionado, pero aun se desconoce el papel de las oncoproteinas E6 y
E7.

En variantes de VPH16, solamente un polimorfismo de nucleétido Unico
(SNP) es suficiente para alterar el sitio de unién de al menos algun factor de
splicing, cambiando la habilidad de estas proteinas para unirse al transcrito
(Lopez-Urrutia, E., et al., 2012). Por analisis de espectrometria de masas en

extractos nucleares de Hela, se observa que alrededor de 170 proteinas se
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unen al intrén 1, de las cuales el 80% fueron proteinas de union al RNA,
incluyendo las proteinas hnRNPAL1, hnRNPA2, SRSF3, PTB1, TIAR, entre
otras (Martinez-Salazar, M., et al., 2014), todas son reguladas por SRSF1.
Durante mi tesis de maestria, observé un incremento de los niveles de
transcrito de E6/E7 de VPHL16, y de los niveles de transcritos y de proteina de
algunos factores de splicing (hnRNP Al, A2/B1, SRSF3 y TIAR) en células
SiHa establemente transfectadas con SRSF1-RFP.
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Figura 8. Esquema representativo del probable papel de la proteina SRSF1 en la regulacién
de apoptosis y regulacion de oncoproteinas E6 y E7 de VPH16.
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Figura 9. A) Perfil de expresion de factores de splicing en lineas celulares derivadas de Cancer
Cervicouterino (del Moral, O., et al., 2010). B) Tras la expresion ectépica de SRSF1-RFP, se
observd en la linea celular SiHa un incremento en el nivel de los transcritos de E6/E7 (datos
no publicados de la maestria).
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JUSTIFICACION

El Cancer Cervicouterino es el cuarto tipo de cancer mas comun en mujeres
a nivel mundial; los VPH-AR son el principal factor de riesgo para el desarrollo
de céancer cervicouterino. El VPH16 es el tipo viral mas prevalente, siendo
detectado en el 50-60% de tumores cervicales. Los cambios en el splicing
alternativo de los transcritos se han asociado como una caracteristica nueva y
tipica en el cancer. La alteracién aberrante producida por el splicing alternativo
en el proteoma puede favorecer la proliferacion, desregulacion del ciclo celular
y evasion de apoptosis, acentuando la malignidad celular. En diversos
tumores, se ha encontrado una sobreexpresion de proteinas de union a RNA
como los factores de splicing y se relaciona con mecanismos de desarrollo de
tumor. La proteina SRSF1 fue el primer proto-oncogén de la familia de
proteinas SR en ser descrita en cancer de mama, de pulmén y de colon. Su
sobreexpresion conlleva a un fenotipo agresivo en células epiteliales mamarias
y fibroblastos de ratdén. Recientemente, se ha descrito que las proteinas SR
oncogénicas participan en la regulacién de proteinas que componen de las

vias apoptéticas.

En nuestro laboratorio, se hemos observado que lineas celulares derivadas
de Cancer Cervicouterino presentan un perfil diferencial de expresion de
algunos factores de splicing, especialmente SRSF1 y de proteinas
antiapoptoticas, pero ignoramos como se vinculan. Es importante conocer el
papel de la proteina SRSF1 en la regulacién de algunas proteinas que
participan en la apoptosis y viceversa, en lineas derivadas de cancer

cervicouterino.
HIPOTESIS

El aumento de la expresién de SRSF1 altera los niveles de los transcritos de

E6/E7, de factores de splicing y de proteinas reguladoras de apoptosis.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la sobreexpresibn de SRSF1 en los niveles de los

transcritos de E6/E7, de factores de splicing y factores involucrados en la

regulacion de apoptosis, en las células derivadas de Cancer Cervicouterino.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar el factor de splicing SRSF1 en células derivadas de Cancer
Cervicouterino.

Establecer una cinética con doxociclina en las transfectantes HaCaT y
SiHa que sobreexpresan SRSF1.

Determinar los niveles de mRNA de E6/E7 en la célula SiHa
transfectada que sobreexpresa SRSF1.

Identificar alteraciones en los factores de splicing, en reguladores de
apoptosis e interleucinas en las transfectantes HaCaT y SiHa.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Inmunofluorescencia
Ensayos para validar PCR transcritos de Enseyos e PCR y
; . WB para andlisis de
el incremento de E6/E7 en SiHa i
SRSF1 (PCR, WB) transfectada PHEIN,

Construccion del plasmido pSB-TET-FLAG-SRSF1

Cultivo de lineas celulares HaCat y SiHa

Transfeccion con pSB-TET-Mock y pSB-
TET-FLAG-SRSF1

Curva de tratamientos con Doxociclina
0,12, 24 y 36 horas

Extraccion de RNA, proteina

de apoptosis
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MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares y condiciones de cultivo

La linea celular no tumoral HaCaT se crecié en medio DMEM (HEPES
25 mM) adicionado con 10% SFB, 1% de Glutamax® y 1% de antibiético
(penicilina/estreptomicina) a 37°C y un 5% de COo. Las lineas celulares C-33
A (VPH negativo) derivada de un carcinoma epiteloide, SiHa (contiene 1-2
copias integradas de VPH16) derivada de carcinoma epitelial, y HelLa
(contiene 400-600 copias integradas de VPH18) derivada de un
adenocarcinoma, se crecieron en medio MEM adicionado con 10% de SFB y
1% de antibiotico (penicilina/estreptomicina) a 37°C y un 5% de COa. La linea
celular CaSki (contiene ~500 copias integradas de VPH16) derivada de
carcinoma epitelial, se crecié en medio RPMI adicionado con 10% de SFB, 1%
de antibidtico (penicilina/estreptomicina) y 1% de aminoacidos esenciales, a
37°C y un 5% de COz2. Para los ensayos con las transfectantes HaCaT y SiHa,
se cultivaron durante 24 horas, tratadas con Doxiciclina (#D9891-5G, Sigma-
Aldrich), que es un analogo de tetraciclina, a una concentracién de 1 ug/mL
por 12 y 24 horas antes de realizar los experimentos correspondientes. Las
transfectantes HaCaT y SiHa como control fueron tratadas con 0.1% de Dimetil
Sulfoxido (DMSO) de Sigma Chemical Co.

Construccion de plasmidos

Para la construccion de los plasmidos, se amplificé el transcrito de
SRSF1 a partr de cDNA de HeLa con los oligonucleétidos
AAGCTTATGTCGGGAGGTGGTGTGATT (SRSF1HIND) y
CTCGAGTTATGTACGAGAGCGAGATCTGCT (SRSF1XHOI). Este plasmido
se sometid a restriccidn enzimatica y secuenciacion para corroborar que no se
presentaran mutaciones. Posteriormente, el cDNA fue clonado en el vector
intermedio pJetBluntl.2, que posee un tamafno de 3 kb, los promotores T3 y
T7, y un gen de resistencia de ampicilina para identificacion de colonias en
medio selectivo. Después, este fragmento de DNA que contiene el ORF de
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SRSF1 se subcloné en un vector transitorio pEGFP-N1 (Clontech) en los sitios
para las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol, que permitié colocar FLAG en
el extremo amino de SRSF1 (vector modificado por el Bidlogo Raul Bonilla
Moreno). La clonacién fue verificada por andlisis de restriccion enzimética y

por secuenciacion.

Subsecuentemente, se reamplific6 FLAG-SRSF1 con los
oligonucledtidos GGCCTCTGAGGCCATGGATTACAAGGATGACGACGAT
(Sfil-FLAG FW) y GGCCTGACAGGCCTTATGTACGAGAGCGAGATCTGCT
(SRSF1-Sfil RV). ElI amplificado fue clonado en el vector intermedio
pJetBluntl.2 (pJet-Sfil-FLAG-SRSF1-Sfil) y sometido a digestion enzimatica
con la enzima Sfil. El fragmento liberado se purificé y se subcloné en los
vectores pSBbi-GN™ vy pSBbi-TET™ (amablemente donados por el Dr.
Vianney Ortiz). La clonacion fue verificada por restriccibn enzimatica y

secuenciacion.

Figura 10. Representacion esquemética del vector pSBbi-GN y pSB-TET.

Transfeccidn con lipofectamina

Las células se cultivaron en placas de 6 pozos durante 24 h o hasta
alcanzar un 80% de confluencia. Una hora antes de la transfeccion, se removio
el sobrenadante y se puso medio de cultivo. Posteriormente, se prepararon

dos tubos Eppendorf por pozo, uno que lleva plasmido+pCM CAT (2 ul) que
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favorece la expresion de la transposasa y otro con el reactivo Lipofectamina
2000® (Thermo Scientific) (4 ul), ambos tubos llevaron medio de cultivo para
llevar a un volumen de 100 pl. Se homogenizaron y se incubaron. Se mezclo
el contenido del tubo 2 en el tubo 1 y se volvi6 a homogenizar e incubar. Se
agrego la mezcla gota a gota para distribuir uniformemente. Se continu6 con
los pozos restantes y se homogenizé. Se incubd 24 h y se observo en el
microscopio de fluorescencia para observar el marcador fluorescente (GFP).
Se mantuvieron las células con la selecciéon con antibiético Geneticina™
(sulfato G418, #10131035, Thermo Scientific) a concentracion de 0.5 mg/ml.

Ensayo de inmunofluorescencia

Para llevar a cabo la inmunofluorescencia, una caja de T25 de las
células transfectadas, se lavdo dos veces con PBS1X, se despegaron y
resuspendieron en 5 ml de medio. Se pas6 a un tubo Falcon de 15 ml, se
centrifugd a 1500 rpm 5 min a temperatura ambiente. Se repitio el lavado en
el boton. Se adicion6 2 ml de medio y se contaron 150,000 células en la
camara de Neubauer. Se colocd por goteo el volumen equivalente en un
cubreobjetos colocado en una placa de 12 pozos. Se adicionaron 2 ml
adicionales de medio y se dejaron creciendo 24 h. Al dia siguiente, se lavo con
PBS1X a temperatura ambiente. Se retir6 y adiciond PFA al 4% (diluido con
PBS1X a 4°C). Se incubd por 15 min (a partir de este momento, se mantuvo
siempre cubierto de la luz). Se retird el exceso de PFA, se lavé con PBS1X por
5 min. Se permeabilizé6 con Triton X-100 0.01% por 15 min y se retiro el
volumen. Se lavé por 5 min con PBS y se agreg6 solucién de bloqueo
(PBS+Tritdn X-100 0.01%+BSA 1%). Se incubd por 1 h y se procedié a lavar
los pozos con PBS. Se preparo el anticuerpo en la dilucion recomendada por
el fabricante utilizando la solucién de blogueo como diluyente. Se incub6 a 4°C
por toda la noche. Se lavaron los pozos con PBS. Se preparé el anticuerpo
secundario correspondiente (anti mouse Alexa 488 o anti rabbit Alexa 594,
Thermo Fisher Scientific) utilizando como diluyente la solucion de bloqueo. Se

incubod a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente se lavaron los pozos
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con PBS. Se agreg6 el DAPI diluido 1:1000 y se incub6 por 5 min. Se lavo por
5 min con PBS1X. Se tom0 el cubreobjetos, se sumergid varias veces en agua
miliQ y se sec6 el exceso de liquido. Sobre el portaobjetos previamente
etiquetado, se adicion6 5 ul de VectaShield Mounting® y se deposito el
cubreobjetos. Se fij6 con barniz mezclado con resellador y guardé a -20°C. Se
observaron en el microscopio confocal Olympus 1X7, tomando de 2-3

imagenes en varios campos, con los objetivos 40X y 100X.
Extraccion de RNA y tratamiento con DNAsa

La extraccion de RNA se hizo con el reactivo de TRIzol™ (#15596026,
Invitrogen™, Thermo Scientific) a partir de cultivos con >80% de confluencia
(15x10° de células). Se efectuaron los lavados con PBS1X, se adicion6 1 ml
del reactivo por pozo y procedié con el raspado de la monocapa. Se agreg6
200 ul de cloroformo, centrifugacién por 15 min a 12,000 rpm a 4°C y se
recupero la fase acuosa. Se precipitd el RNA con 500 pl de isopropanol y
posteriormente se centrifugd, después se lavo con etanol al 70%. Se centrifugé
adicionalmente 5 min a 12,000 rpm a 4°C, la pastilla se sec6 (el tubo se coloco
destapado y cubierto con una sanita durante 30 min), y se resuspendio en 50
Ml de H20 libre de nucleasas. Se verifico la integridad del RNA por medio de

electroforesis en un gel de agarosa al 1% con TAE1X.

En el tratamiento con DNAsa para eliminacion del DNA genomico
remanente en la preparacion del RNA, se adicionaron 5 ul del amortiguador de
DNAsa 10X y 1 pL de enzima DNAsa (EN0521, Thermo Scientific).
Posteriormente se incub6 por 1 hora a 37°C. Nuevamente, se adiciono6 1 ul de
enzima DNAsa y se incubé por 1 hora a 37°C. Inmediatamente, se agreg6 5 pl
de reactivo de inactivacion y se incubd por 2 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd 1 min a 10,000 rpm, se tomod el sobrenadante y se paso6 a un tubo
limpio. Finalmente, el RNA se corrié en un gel de agarosa al 1% para verificar

su integridad.
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Retro-Transcripcién y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

La reaccion de retrotranscripcion (RT) se llevo a cabo utilizando el RNA
libre de DNA (10 ug) de las lineas celulares transfectadas y sus controles, en
una mezcla con 3 yl de 10 yM oligo dT, 10 yl de 200 uM dNTPs y se complet6
a un volumen de 25 pl con agua libre de nucleasas. Se incubara a 70°C durante
5 min. Posteriormente, se adiciond una mezcla con 10 pl de amortiguador 5X
(250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCI y 15 mM MgCl2), 5 pl de 0.1 M
Dithiothreitol (dTT) y se llevd a un volumen de 50 pl con agua libre de
nucleasas, incubandolo a 42°C 2 min. Se separaron 5 pl (RT-) y se adicion6 2
Ml de la retrotranscriptasa (200 U/ul) (SuperScript Il, Invitrogen). Se incubé la
mezcla a 42°C durante 1 h y 30 min para llevar a cabo la reaccion y a 70°C
durante 5 min para inactivacion de la SuperScript Il. Para efectuar la reaccion
de PCR, se utiliz6 1 yl de cDNA como templado, en una mezcla de los
siguientes reactivos: 10 ul de amortiguador 10X, 2 yl de 50 mM MgCi2, 10 ul
de 200 uM dNTPs, 0.25 pl de Tag DNA polimerasa Platinum (Invitrogen), 1 pl
de 10 uM oligonucleoétido sentido y 1 ul de 10 uM oligonucle6tido antisentido,
y se llevd a un volumen final de 50 yl con agua libre de nucleasas. Las
condiciones de la reaccion de PCR fueron: 1 ciclo a 92°C por 2 min, 30 ciclos
de 92°C por 20 seg, 55°C (dependiendo del alineamiento de los
oligonucledtidos) por 20 seg y 72°C por 45 seq, finalizando con 1 ciclo de 72°C
durante 7 min. La reaccién se llevé a cabo en el termociclador Thermal Cycler
2720 (Applied Biosystem). Los productos de PCR se detectaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% en TAE1X y se visualizaron en un
transiluminador UV. En anexos se encuentra una tabla 2 con los

oligonucledtidos utilizados en este trabajo.
Ensayo de western blot

Para la obtencién extractos proteicos, 15x10° células se cultivaron en
cajas Petri de 100 mm. Hasta llegar a monocapa confluente, las células se
lavaron dos veces con PBS1X, se elimind el exceso y se adiciono el reactivo

M-PER 1X con inhibidores de proteasas (Complete®) o el amortiguador RIPA
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(preparado en el laboratorio, siguiendo las recomendaciones de Monroy, F.)
con el céctel inhibidor de proteasas cOMPLETE™ (#11697498001, Roche) y
para experimentos adicionales se agregd el inhibidor de fosfatasas
PhosStop™ (#4906845001, Roche). Se agitd vigorosamente en el rotor
durante 10 min. Se raspod la caja, se homogenizo y el contenido se transfirio a
un tubo Eppendorf. Se centrifugé a 12,500 rpm durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante obtenido se transfiri6 a un nuevo tubo y se estimé el nivel de
proteinas por el método de Bradford. Se tomaron aproximadamente 50 ug de
proteinas totales y se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 o 12% [H20 desionizada, amortiguador
Tris pH 8.8 1.5 M/Tris pH 6.8 1 M, SDS al 10%, mix de acrilamida 30% (29.2%
de acrilamida y 0.8% de N, N’-metileno-bis-acrilamida), persulfato de amonio
al 10% y TEMED)]. Las proteinas se cargaron con el amortiguador de Laemmli
2X/4X y como marcador se utilizara el marcador PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Las proteinas fueron corridas en
una camara de electroforesis MIGHTY SMALL II FOR 8X7CM GELS
(Amersham Biosciences) con un amortiguador de corrida, se
electrotransfirieron en una membrana de PVDF (Perkin Elmer) utilizando un
amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, 20% de metanol).
Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con una solucién
de TBS1X-Tween-20 con 5% de leche descremada en polvo durante 1 hora'y
se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos. Se
hicieron 3 lavados de 5 min con TBS1X-Tween-20 y, se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa anti-rabbit, anti mouse
(diluidos 1:5,000) y anti goat (diluido1:4,000), segun corresponda el anticuerpo
primario, durante 1 hora y 30 min respectivamente, usando TBS1X-Tween-20
con 5% de leche descremada en polvo. Se procedi6 con tres lavados durante
5 min con TBS1X y se reveldo por quimioluminiscencia con el substrato
SuperSignal West Pico/Femto (Sigma-Aldrich), utilizando el equipo ChemiDoc
MP Imagen System (Bio-Rad). En anexos se encuentra la tabla 3 con todos

los anticuerpos utilizados en este trabajo.
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Ensayo de defosforilacion con fosfatasa lambda

Se llevo a cabo la cuantificacion del extracto proteico con RIPA,
considerando el volumen a 50 pg de proteina por reacciéon. La reaccién se
ajustd con base en lo recomendado por el fabricante; se adicion6 el volumen
del extracto proteico, 10 pl de amortiguador de reaccion 10X, 5 ul de MnClz, 1
ul de enzima fosfatasa lambda (#401941-75-1, Sigma-Aldrich) y se llevé a un
volumen final de 50 pl. Se incubé a 30°C por 30 min, se adicion6 12.5 ul de 4X
Laemmlie y se inactivd por incubacion a 95°C por 10 min. Se centrifug6 el tubo
a 12,000 rpm por 2 min y se recuper6 el sobrenadante. Se cargaron 20 ug de
proteina para los ensayos de western blot. Como control de carga se usé

actina.
Ensayo de inmunoabsorbencia ligada a enzima (ELISA)

Un dia antes, se llevé a cabo la sensibilizacion de la placa de 96 pozos
con el anticuerpo recombinante. Para ello, se prepar6 el amortiguador de
recubrimiento (NaHCO3, Na2COs, agua miliQ, pH 9.5) y se diluy6é con el
anticuerpo de captura a una dilucién 1:250. Se adicion6 100 pl por pozo y se
incubo a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, se elimind el volumen y
se lavé 3 veces con PBS1X+Tween 0.01%. Se preparo la solucion de bloqueo
(PBS1X+Tween 0.01%+BSA 5%) y se adicion6 a cada pozo un volumen de
250 pul. Se cubrié de la luz y se coloco en agitacion suave por 1 h. Transcurrido
el tiempo, se decantd y se procedio a hacer 3 lavados. Se preparé la dilucion
de la recombinante (control estdndar) y los sobrenadantes de las células
(muestra problema, se centrifugaron 2,500 rpm por 5 min) con la dilucién
correspondiente (con anterioridad se llevé a cabo una curva estandar para la
concentracion utilizando sobrenadantes de las lineas celulares). Las
diluciones de las recombinantes y los sobrenadantes se prepararon con la
solucién de bloqueo y con las consideraciones del fabricante (BD OptEIA™
TNF-a Human TNF ELISA Set, BD OptEIA™ IL-6 Human IL-6 ELISA Set, BD
OptEIA™ Human IL-8 ELISA Set, BD Bioscience). Se agregaron 100 pl por

pozo de la dilucion, se cubri6 de la luz y se colocé en agitacion suave por 2 h.
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Se llevaron a cabo 5 lavados con PBS1X+Tween 0.01%, se preparo la solucion
detectora con el anticuerpo de deteccidn y agente enzimatico en una dilucion
1:250, de acuerdo a las consideraciones del fabricante. Se agreg6 100 ul de
la solucion y se incubd por 1 h. Posteriormente se decanto el sobrenadante y
se hicieron 7 lavados con PBS1X+Tween 0.01%. Se prepard la solucion
reveladora (OPD, amortiguador de citratos, agua miliQ), se homogenizé hasta
que el OPD se disolviera y se agreg6 peroxido de hidrogeno. Se mezclé e
inmediatamente se agregd 100 pl a los pozos. Se incubd a 36°C por un lapso
de 30 min en agitacion suave. Se adicioné la solucion de paro (solucién de
acido sulfurico 2N), considerando 50 ul por pozo. Se llevo a leer en el lector de
placas de ELISA (Multiskan™ FC Microplate (ELISA) Reader, Thermo Fisher
Scientific) a una longitud de onda de 450 nm.
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RESULTADOS

Caracterizacion del factor de splicing SRSF1 en lineas celulares
derivadas de Cancer Cervicouterino

Para llevar al cabo la caracterizacion molecular de la expresion de
SRSF1, se utilizaron las lineas celulares HaCaT (epitelial no maligna) y SiHa
(VPH+) como lineas celulares problema, y C33A (VPH+) y CaSki (VPH+,
altamente maligna) como lineas celulares control. Se cultivaron las células, se
obtuvieron extractos RNA y proteina para hacer ensayos de RT-PCR y western
blot, respectivamente. En la figura 11, se muestran los resultados de RT-PCR
y western blot de SRSF1 en las diferentes lineas celulares. En la figura 12A
se observa que los niveles de transcrito de SRSF1 son similares en las 4
lineas. En la figura 12B, en el western blot usando extractos solubles, la
proteina SRSF1 solo fue detectada en la célula HaCaT. Adicionalmente se
aprecia el western blot utilizando extractos totales en ausencia y presencia de
inhibidores de fosfatasas (PhosStop™ de Roche). Esto nos mostré que SRSF1
que se encuentra fosforilado se detecta con mayor intensidad y podria sugerir
que es regulado post-traduccionalmente a nivel de fosforilacion; ya que se
observa mayor nivel de proteina en presencia de inhibidor de fosfatasas, tanto
en las lineas celulares VPH- y las lineas celulares VPH+. Al usar extractos
totales en la figura 12C, se observa en todas las lineas celulares, pero los
niveles de proteina son mayores en SiHa y CaSki y los mas bajos en C33-A.
Estos resultados pueden indicarnos que en la linea celular HaCaT la proteina
SRSF1 puede encontrarse también en forma soluble en el citoplasma celular,
a diferencia de las lineas malignas, donde no se detecta en los extractos
solubles. Desafortunadamente, no se llevé al cabo el fraccionamiento nucleo-
citoplasma, para comprobar si la proteina SRSF1 se encuentra solo en el
nacleo, o también agregada a otros complejos citoplasmicos (vgr. polisomas y
cuerpos P). Los datos sugieren que las lineas de cancer presentan una
alteracion en la regulacion del Turnover o el recambio de este factor, pero se

requieren mas experimentos para verificarlo.
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Se ha relacionado que el factor SRSF1 se encuentra hiperfosforilado en
diferentes tipos de cancer. como de mama (Anczukéw, O. et al., 2012,
Anczukéw, O., et al., 2015), de colon (Goncalves, V., et al., 2014), de pulmén
de células pequefias (Gout, S., etal., 2012) y gliomas (Chang, Y., et al., 2015).
La hiperfosforilacion incrementa la actividad de SRSF1 en el splicing
alternativo para la generacion de isoformas que promueven la malignidad
(Das, S., & Krainer, A. R., 2014). En la figura 12D, se muestra el western blot
utilizando fosfatasa lambda (elimina todos los grupos fosfato de SRSF1), se
observo una disminucion considerable en los niveles del factor SRSF1 en
HaCaT y SiHa; lo que indica que la fosforilacion protege al factor de su
degradacion. Notablemente, a pesar de observarse una disminucion en CaSki,
fue posible detectar la proteina en el tamafio observado, migra mas lento que
en las otras lineas celulares. Esto indica que posiblemente la proteina SRSF1
en CaSki podria presentar otras modificaciones post-traduccionales como
metilacion o acetilacion que afectan la localizacion celular (Sinha, R., et al.,
2010). Es necesario hacer mas estudios para conocer como es la regulacion
de SRSF1 en estas lineas celulares, asi como determinar los tiempos de vida

media en cada linea celular.
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Figura 11. Expresion heterogénea de SRSF1 en lineas derivadas de Cancer Cervical. A) RT-
PCR para la expresion de mRNA de SRSF1. Se utilizé GAPDH como control de carga. B)
Western blot para la deteccion de SRSF1 en extractos solubles (S) con M-Per® y en totales
(T) con RIPA. Western blot para la deteccion de SRSF1 en extractos totales (T) y extractos
totales tratados con inhibidor de fosfatasas (T+P). C) Western blot para la deteccion de SRSF1
en extractos totales (RIPA). D) Western blot para la deteccion de SRSF1 con extractos totales
(RIPA) y extractos tratados con fosfatasa lambda (T+A). Se utilizé actina como control de carga
en el western blot.
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En la figura 12 se muestran los resultados de la inmunofluorescencia
(IF) para detectar y localizar SRSF1 en las lineas celulares (figura 12A) y para
detectar los niveles de proteina de otros factores de splicing relacionados con
la actividad de SRSF1 se hizo un western blot (figura 12B). En las IF se
observé que la mayor expresion de SRSF1 se detectd en las lineas celulares
SiHa y CaSki (que contienen integrado el genoma de VPH16), mientras que la
deteccion en HaCaT fue menor, estos datos son consistentes con lo observado
en la figura anterior. Ademas, se observa que la proteina SRSF1 se distribuye
en el citoplasma, y predominante, en el nucleo, donde posiblemente se
localizan los speckles. Desafortunadamente no se realizaron los experimentos
de co-localizacion con anticuerpos especificos en estas regiones para
determinar la regién nuclear donde se localiza el factor en estas lineas
celulares. En el western blot se observa que las lineas celulares SiHa y CaSki
gue tienen mayores niveles de proteina SRSF1, también hay un incremento
de otros factores de splicing como SRSF2, PTB1, hnRNPA1 y hnRNPA2B1
(figura 12B). Se concluye que SRSF1 se encuentra expresado
heterogéneamente en las lineas celulares estudiadas y que podria tener un
papel importante en la regulacién del splicing alternativo en diversas proteinas

de interés para la investigacion.

Interesantemente, en HaCaT se observa mayores niveles de proteina
C-MYC (regula transcripcionalmente la expresion de SRSF1) en comparacion
con las lineas tumorales (figura 12B). Esto se puede explicar porque los
queratinocitos de estratos suprabasales en la piel tienen una mayor expresion
de C-MYC para mantener un balance entre proliferacion celular y apoptosis,
asi como el recambio celular en estos estratos (Pelengaris, S., et al., 2000;
Flores, 1., et al., 2004).
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Figura 12. Expresién heterogénea de la proteina SRSF1 y de factores de splicing en lineas
celulares derivadas de Cancer Cervicouterino. A) Expresion de SRSF1 mediante
inmunofluorescencia en lineas derivadas de Céncer Cervical. B) Western blot para la
deteccion de proteinas relacionadas con SRSF1. C-MYC es el principal regulador
transcripcional de SRSF1, SRPK1 es la principal cinasa que fosforila SRSF1 y algunos
factores de splicing relacionados con SRSF1. Es de notar la heterogeneidad en los niveles de
estos factores, principalmente en la linea resistente a muerte CaSki.
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Construccion de pSB-GN-FLAG-SRSF1 y pSB-TET-FLAG-SRSF1

La construccion de los plasmidos pSB-GN-FLAG-SRSF1 y pSB-TET-
FLAG-SRSF1 se llevo al cabo a partir de la amplificacion por RT-PCR del ORF
de SRSF1, utilizando como molde el cDNA de HelLa. Posteriormente, este
fragmento se clond en pJetl.2/blunt con reaccién de restriccion enzimatica
utilizando las enzimas Hind Il y Xho |. El fragmento recuperado se subcloné
en pEGFP-FLAG-N1 (el tag FLAG queda en fase con el ORF de SRSF1, es
decir, FLAG se colocé en el extremo N1 de la proteina SRSF1). Se corrobor6
la liberacidon del fragmento y el pldsmido se secuencié. Se continué con la
amplificacion de FLAG-SRSF1 con los sitios de corte para Sfi | con los
oligonucledtidos mencionados anteriormente. Dicho amplificado fue clonado
en pJetl.2/blunt, fue sometido a digestion enzimatica con Sfi | para ser
subclonado en los vectores finales pSBbi-GN™ y pSBbi-TET™ . Las nuevas
construcciones pSB-GN-FLAG-SRSF1 y pSB-TET-FLAG-SRSF1 se
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secuenciaron y se corroboré la liberacion del fragmento FLAG-SRSF1. En la
figura 13 se muestra el esquema del vector de expresion y los resultados de

las digestiones de los plasmidos.

A) pSBtet-FLAG-SRSF1 [Green][Neomicine]::[GOI]
B)
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Figura 13. Construccién del plasmido pSB-TET-Flag-SRSF1. A) Esquema representativo del
plasmido pSB-TET-FLAG-SRSF1 utilizado para la sobreexpresion de SRSF1. B) La digestion
enzimética del vector intermediario pJet-Sfil-FLAG-SRSF1-Sfil se hizo utilizando la enzima Sfi
I, el fragmento liberado (800 pb) fue ligado en el vector de expresion pSB-TETTM.
Posteriormente, se sometié nuevamente por digestién enzimatica con Sfi | y se corroboré la
secuenciacion del plasmido.

Se procedié a transfectar las células HaCaT y SiHa con el reactivo
Lipofectamina 2000® (Thermo Scientific). Las células se mantuvieron bajo
seleccion con el antibiético Geneticina (G418) durante 2 semanas. Una vez
que las cajas con las células estuvieron confluentes, se hicieron pases para
hacer una curva con tratamiento con doxiciclina a diferentes tiempos para

observar un incremento en la expresion de SRSF1.

Incremento de expresion de SRSF1 en las lineas celulares HaCaT y SiHa
transfectadas con pSB-GN-FLAG-SRSF1 y pSB-TET-FLAG-SRSF1

Las lineas celulares transfectadas fueron tratadas con doxiciclina durante
12 y 24 horas, segun de que permitiria mantener una mayor expresion de
SRSF1 exdgeno (FLAG-SRSF1). En la figura 14A se muestran los resultados
de RT-PCR con los niveles de mRNA de SRSF1 exdgeno, SRSF1 enddgeno

y control de carga. Se observé un incremento del mensajero de SRSF1
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exdgeno tras 24 horas con tratamiento con doxiciclina en ambas lineas
transfectadas. Interesantemente, los niveles de mensajero de SRSF1 no
presentaron cambios, lo que sugiere un control de los niveles de su mensajero.
En la figura 14B muestra el western blot para detectar SRSF1 y FLAG-SRSF1
con las transfectantes tras induccion con doxiciclina durante O h, 12 h, 24 hy
36 h. Se denota un incremento de los niveles de SRSF1, principalmente la
proteina de fusion FLAG-SRSF1. En el western blot, usando extractos de las
transfectantes de HaCaT, los niveles de proteina de SRSF1 parecen casi no
detectables o muy bajos, en ausencia de doxiciclina; pero se hace la
aclaracion, también se decidié colocar una menor exposicion de la figura,
debido a que la sefial de SRSF1 es intensa en HaCaT (lo cual se corrobora
mas adelante con la inmunofluorescencia); y la finalidad de este western blot
fue la deteccion de la sobreexpresion de SRSF1 y la proteina de fusion de
FLAG-SRSF1. En la figura 14C se observan el western blot para SRSF1,
FLAG, GFP (indicador de transfeccién) y control de carga. Se observd un
incremento de los niveles de proteina SRSF1 tras el tratamiento con
doxiciclina, siendo mayor a las 24 horas. Se verificd la expresion de GFP
(expresidén constitutiva), lo que corroboro la transfeccion en las lineas celulares
HaCaT y SiHa. Con base en estos resultados, se considerd utilizar el
tratamiento con doxiciclina por 24 h. En la figura 14D se demuestra el western
blot utilizando las transfectantes con tratamiento con doxiciclina por 24 h,

donde se comprueba la sobreexpresiéon de SRSF1.
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Figura 14. Sobreexpresion de SRSF1 en las lineas celulares HaCaT y SiHa transfectadas. A)
RT-PCR que muestra los niveles de mensajero de SRSF1 exdgeno y SRSF1 endégeno. Como
control de carga se utiliz6 GAPDH. B) western blot que muestra niveles de proteina de SRSF1
y FLAG-SRSF1 en las transfectantes SiHa y HaCaT a las 0, 12, 24 y 36 h después del
tratamiento con doxiciclina. El color rojo muestra la sobreexpresion de la membrana.
C)western blot que muestra los niveles de proteina de FLAG (etiqueta), GFP y SRSF1. Como
control de carga se utilizé Actina. D) western blot con las condiciones finales de tratamiento
con Doxiciclina 24 horas en las transfectantes.

Para corroborar los datos de sobreexpresion y de localizacion de
SRSF1 en estas transfectantes, se hizo una inmunofluorescencia indirecta
usando los anticuerpos para detectar FLAG y SRSF1. En la figura 15A, se
muestran los resultados de la inmunofluorescencia en las transfectantes
después del tratamiento con doxiciclina. En la figura 15A, se muestra la
expresion del tag FLAG donde se observd un incremento notable en la
expresion de FLAG-SRSF1 tras el tratamiento con doxiciclina a las 24 horas.
Ademas, se observo una localizacion tanto nuclear como citoplasmatica de la
proteina, con el patrén caracteristico puntiforme en el nucleo, que recuerda a
los speckles nucleares (localizacién nuclear de factores de splicing). Estos

resultados demuestran que la proteina exdégena no presenta una

Pagina 38



deslocalizacion por FLAG y podria conservar sus funciones. En la figura 15B,
se observa la expresion total de SRSF1 (endégeno y FLAG-SRSF1) usando
el anticuerpo SRSF1, donde se corroboré un incremento de expresion del
factor de splicing posterior al tratamiento con doxiciclina.

A) DAPI GFP FLAG MERGE

HaCaT pSBTET
Mock
Doxiciclina:
24H

HaCaT pSBTET-
Flag-SRSF1
Doxiciclina:

24H

SiHa pSBTET-
Mock
Doxiciclina:
24H

SiHa pSBTET-
Flag-SRSF1
Doxiciclina:

24H

Figura 15. Sobreexpresion de la proteina SRSF1 en las lineas transfectadas. A)
Inmunofluorescencia con el anticuerpo FLAG (diluido 1:50 en PBS1X) en las lineas
transfectadas y tratadas con doxiciclina. B) y C) Inmunofluorescencia con el
anticuerpo SRSF1 (diluido 1:50 en PBS1X) en las lineas transfectadas y tratadas con
doxiciclina. Se utiliz6 DAPI marcador de nucleo. Se muestra una amplificacion 40X
Zoom para observar a mayor detalle su localizacién. (ContinGa en la siguiente pagina)
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La sobreexpresion de SRSF1 incrementa los niveles de transcritos de
E6/E7 en SiHa

Para analizar los niveles de transcritos del bicistron de E6/E7 (E6/E7P™
mRNA 'E6*I/E7, E6*II/E7 y E6”E7) en la linea celular SiHa, se hizo una RT-PCR
utilizando los oligonucledétidos que amplifican el inicio del ORF de E6 y el fin
del ORF de E7 con menos ciclos de amplificacion (ver anexo). Se observé un
ligero incremento en E6/E7P¢MRNA y E6*I/E7 en SiHa transfectada con FLAG-

SRSF1 en comparacion con el mock. (del Moral O., et al., 2010).

A)
RT-PCR SiHa CasSki
TET Mock TET Flag-SRSF1
Doxiciclina Oh 24h Oh 24 h

<«— EB/E7PemRNA 776 pb

<+— EG*I/E7 592 pb
<+— EG*I/E7 475 pb

Figura 16. Incremento de los transcritos de isoformas de E6/E7 de VPH16 detectados en la
linea celular SiHa transfectada. Como control positivo, se utilizd cDNA de CaSki. control de
carga se utilizé actina.

La sobreexpresion de SRSF1 en HaCaT y SiHa incrementa los niveles
de transcrito y proteina de algunos factores de splicing y clAPs.

Dado el papel de SRSF1 en favorecer el splicing alternativo de algunos
genes conocidos, especificamente nos interesamos por analizar los que son
blanco de regulacion por la familia NF-kB, como son: algunos genes
involucrados en el control de la muerte celular o de interleucinas y
quimiotocinas. Los niveles relativos de transcrito y proteina, se analizaron por
las técnicas de RT-PCR tiempo final y western blot, respectivamente. En la
figura 17 se observan los resultados de los factores de splicing; claramente se
observa un incremento en los niveles de mMRNA de SRSF3 en HaCaT y SiHa
transfectadas, después del tratamiento con doxiciclina, pero no se observo
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diferencia en hnRNPAL1 y hnRNPA2B1.Ademas, se observo que el tratamiento
con doxiciclina afecta los niveles de mRNA de PKM en ambas lineas celulares,
pero no se detectd diferencias en hnRNP I. Interesantemente, se observa un
incremento muy claro en los niveles de proteina de hnRNPA2B1 en la
transfectante de SiHa, pero solo un ligero incremento en PTB en ambas lineas
transfectadas. Por lo que todos estos hallazgos sugieren que la
sobreexpresion de SRSF1 podria alterar los niveles de mensajero y de
proteina de algunos factores de splicing en estas lineas celulares.

A) RT-PCR HaCat C) western blot
Mock FLAG-SRSF1 ) _
L HaCaT HaCaT SiHa SiHa
Doxiciclina  0h 12h 24h Oh 12h  24h pb Mock Flag-SRSF1  Mock  Flag-SRSF1
hnRNPA1 S | —225 Doxiciclina Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h kDa

hnRNP | |—--—--——- I‘—34

SiHa
Mock FLAG-SRSF1

Doxiciclina 0h 12h  24h Oh 12h  24h pb SRSF2

NLNIVEY —_————T TIAR | e s s e s s s | 42/40

|- ——

SRSF3 | s s s < TIA-1 I-—-d-— — i — I¢_42/40

creon [ 9 e —]

B) RT-PCR  icaT  HaCaT  SiHa SiHa
Mock Flag-SRSF1 Mock  Flag-SRSF1

Doxiciclina Oh 24h 0h 24h Oh 24h Oh 24h pb
hnRNP | «— 203
0 [ ==

Figura 17. Alteracion en los niveles de expresion de factores de splicing en las lineas celulares
transfectadas derivadas de Cancer Cervicouterino. A) RT-PCR de hnRNPA1, hnRNPA2B1 y
SRSF3 en las lineas celulares HaCaT y SiHa. Se utiliz6 1 pl de cDNA de las lineas celulares
transfectadas. B) RT-PCR de hnRNP | y PKM en las lineas celulares transfectadas. Se utilizé
1 ul de cDNA de las lineas celulares. C) western blot de los niveles de proteina de algunos
factores de splicing regulados por SRSF1. Como control de carga se utiliz6 GAPDH y actina
para la RT-PCR y western blot, respectivamente. Para el western blot, se utilizé una imagen
representativa de control de carga.

También se analiz6 el efecto de la sobreexpresiéon de SRSF1 sobre el
nivel de expresiéon de algunos factores que controlan la apoptosis, entre ellos
c-IAP1 y CIAP2. La figura 18 muestra sus niveles de mRNA y de proteina. En
células HaCaT se observo una ligera disminucion del transcrito de CIAP1 a las
12 h pero un incremento a las 24h, ademas de incremento en CIAP2 a las 12
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y 24 h después del tratamiento con doxiciclina. Interesantemente, a nivel de
proteina, no se observan diferencias claras en las transfectantes en SiHa,
aunqgue hay un ligero incremento en HaCaT a las 24h; aunque se observo una
ligera disminucion de XIAP en la transfectante de SiHa, no se detectd ningun
cambio claro aparente en los niveles de proteina de otros factores de control
de la apoptosis, aunque algunos de ellos son blancos conocidos de regulaciéon
de splicing por SRSF1. Sin embargo, nosotros en este momento no

analizamos los efectos en el nivel de splicing alternativo, dado que son hechos
conocidos en la literatura.

A) B)
RT-PCR
western blot . .
HaCaT HaCaT  HaCaT SiHa SiHa
Mock FLAG-SRSF1 Mock Flag-SRSF1  Mock  Flag-SRSF1
Doxiciclina ©Oh 12h 24h 0h 12h  24h pb Doxiciclina oh 24h 0h 24h Oh 24h Oh 24h kDa

CIAP1 62

cart R —
e EEEEEE——
caror R — 40 B2

Bel-XL

Survivina
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26
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Sha ([ ———— |
Mock FLAG-SRSF1 BAX
Doxiciclina Oh 12h 24h Oh 12h 24h pb TNFR1 ﬁ—ss
onpt e e — 315 Actina [ e e o o e ] 43
—
Clapy [ S R +— 27
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Figura 18. Alteracion de la expresién de proteinas reguladoras de apoptosis en las lineas
celulares transfectadas derivadas de Cancer Cervicouterino. A) RT-PCR de CIAP1 y CIAP2
en las lineas celulares transfectadas. Se utiliz6 1 pul de cDNA de las lineas celulares. B)
western blot de los niveles de proteina de algunos reguladores de apoptosis. Como control de
carga se utilizd6 GAPDH y actina para la RT-PCR y western blot, respectivamente. Para el
western blot, se utilizé una imagen representativa de control de carga.

Adicionalmente, se analizd si la sobreexpresion de SRSF1 podria
afectar los niveles de transcrito y de proteina de algunas interleucinas y
quimiocinas, dado que se sabe que su expresion esta alterada en algunas
enfermedades auto-inmunes, en las que SRSF1 se encuentra aberrantemente
disminuido. Ademas, ratones con expresion deficiente en SRSF1 desarrollan
una autoinmunidad severa y nefritis (Moulton, V. R., et al., 2013; Katsuyama,
T., et al.,, 2020). También, se ha postulado que SRSF1 juega un papel
importante en la activacion y funciones de las células del sistema inmune. El
ratén knockout de SRSF1, presenta linfocitos T CD4 con elevada expresion de

IFN-y, v IL4 y IL-17 y linfocitos T CD8 con elevada expresion de IFN-y.
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Interesantemente, se ha observado que la expresion de SRSF1 esta
disminuida en enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso Sistémico
(SLE). Ademas, SRSF1 participa en la inflamacion al interactuar con la
interleucina 17 por medio de un complejo TRAF5, TRAF2 y ACT1 para
estabilizar el mensajero de CXCL1 (Paz, S., et al., 2021).

A nivel de proteina, se observo un incremento en p65 y RELB en la
transfectante HaCaT después del tratamiento con doxiciclina (Fig 19 A) . En la
figura 19B se observa los niveles de mRNA de las interleucinas analizadas y
los niveles de proteina de 2 factores de la familia NF-kB, en donde se aprecia
una ligera disminucion del transcrito de TNF-a en la transfectante HaCaT y un
incremento del MRNA de IL-8 en SiHa transfectada, después del tratamiento

con doxiciclina.

A) B)
RT-PCR  \jacaT  HacaT  Sita SiHa western blot vocal  HaCaT  Sita SiHa
Flag-SRSF1 .
. Mock Flag Mock  FlagSRSF Mock _ Flag-SRSF1 _Mock  Flag-SRSF1
Doxiciclina 0h 24h 0h 24h Oh 24h 0h 24h pb

Doxiciclina Oh 24h O0h 24h Oh 24h Oh 24h  kDa

TNFo EEEEERT— 805  posiel A [ e e v e o - = 65

L e
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Figura 19. Alteracion de los niveles de expresion de interleucinas y de reguladores de NFkB
en las lineas celulares transfectadas derivadas de Cancer Cervicouterino. A) RT-PCR de
TNFa, IL2, IL6 € IL8 en las lineas celulares transfectadas. Se utilizé 1 ul de cDNA de las lineas
celulares. B) western blot de los niveles de proteina de algunos reguladores de NFkB. Como
control de carga se utiliz6 GAPDH y actina para la RT-PCR y western blot, respectivamente.
Para el western blot, se utilizé una imagen representativa de control de carga. Se realizaron 2
ensayos independientes (n=2).

Por ultimo, se ha observado que SRSF1 incrementa la produccion de
ciertas citocinas durante la malignidad como IL-17 (Xu, B., et al., 2014) y
disminuye los niveles de IL-2 e IL-6 durante SLE (Moulton, V. R., et al., 2013;
Katsuyama, T., et al., 2020; Paz, S., et al., 2021). Ademas diferentes vias de
sefalizacion que involucran a SRSF1 en cancer se han relacionado con la

regulacion de mensajeros de interleucinas (Zhao, J., et al., 2021). Por ello, se
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exploraron cambios en la secrecion de interleucinas en el medio del cultivo de
estas lineas transfectadas, después del tratamiento con doxiciclina. Como se
observa en la figura 20, no se observan cambios en la secrecion de TNF-a en
HaCaT, y el resultado no es claro en SiHa. En el caso de IL-6 solo se observo
incremento en el mensajero de IL-6 y de la secrecidn de IL-6 en la transfectante
de SiHa, mientras que se observd una disminucion ligera de la secrecion de
IL-6 en células HaCaT transfectadas. Similarmente, se observéd disminucion
de IL-8 en células HaCaT transfectadas pero increment6 en las células SiHa
transfectadas. Sin embargo, debido a los bajos niveles de transcrito de TNF-
a, IL-6 e IL-8 en HaCaT (figura 19B), estos datos se deberian analizar con mas
experimentos, otras metodologias y a mas detalle. Ademas, no se revisé su
expresion por western blot, usando extractos celulares. Estos resultados
muestran posibles diferencias en la secrecién de citocinas en HaCaT y SiHa

cuando sobreexpresan SRSF1.

Tabla 1.Niveles de expresion de las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-8 en las lineas

celulares transfectadas derivadas de Cancer Cervicouterino.

TNF-a (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)
Linea celular Oh 12h 24h Oh 12h 24h Oh 12h 24h Doxiciclina
HaCaT 335 3.56 364 291.52 20714 308.29 488772 487368 493854
TET mock
HaCaT 350 3.68 374 33067 34039 257052 505871 505871  3,055.00
TET FLAG-SRSF1
SiHa 356 370 374 210071 223430 251454 33832 326.07 288.44
TET mock
SiHa 382 405 368 260651 445325 499001  229.18 337.27 363.6634
TET FLAG-SRSF1

Se observan la media aritmética de la cuantificacion de TNF-a, IL-6 e IL-8 en las lineas
celulares transfectadas derivadas de Cancer Cervicouterino. Se trataron con doxiciclina por 0
h hasta 24 h. Las citocinas se expresaron en pg/mL. Se realizaron 2 experimentos
independientes (n=2).
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DISCUSION

El Cancer Cervicouterino es uno de los principales canceres en mujeres
a nivel mundial que impacta en paises subdesarrollados y que, a pesar de las
mejoras en la deteccion de lesiones y genoma del VPH; recientemente, se ha
observado un incremento de nuevos casos y muertes anualmente (Zhang,
S.,et al., 2020). Los VPHs se clasifican con base en su potencial oncogénico
en VPH de bajo y alto riesgo, donde el VPH16 ocupa el primer lugar en ser el
tipo viral mas frecuentemente detectado y ser mas oncogénico. Se ha
demostrado que el VPH de alto riesgo es el agente causal necesario para el
desarrollo de lesiones precancerosas y el cancer invasivo (zur Hausen, H.,
2002; de Sanjosé, S., 2007; Mole S., et al., 2009; Jung, H. S., et al., 2015).
Esto puede deberse a la capacidad que tiene el virus de integrarse al genoma
celular de forma aleatoria y perder la expresion del represor E2, lo cual genera
una sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7, principales protagonistas
en la actividad transformante en los queratinocitos primarios. Los incrementos
de niveles de E6 y E7 se han detectado en tumores de diferentes estadios de
evolucion y en modelos celulares. Estas oncoproteinas modifican diversas vias
celulares como la estabilidad gendmica, ciclo celular, inmortalizacién, muerte
celular programada y metastasis (McLaughlin-Drubin, M. E., 2009; Howie, H.
L., et al., 2009; Moody, C. A., et al., 2010); por lo que todo esto resalta la
importancia del estudio de la regulacion del virus para el desarrollo de tumores
anogenitales, de cabeza y de cuello.

El splicing alternativo es un mecanismo altamente conservado en las
células eucariotas que les permite expandir el transcriptoma y diversificar el
proteoma. Los virus, en especial los VPHs, utilizan este proceso para expresar
sus proteinas mediante mMRNAs policistronicos, debido al bajo potencial
codificante de sus marcos de lectura en su genoma (Johansson C., & Schwartz
S., 2013). Bajo este supuesto, es importante identificar los factores
involucrados en la regulacién de la expresion de transcritos virales de VPH16
en la célula infectada. Las proteinas que regulan el splicing alternativo son

factores nucleares/celulares que se unen a los RNA mediante un RRM y
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participan en la regulacion post-transcripcional y post-traduccional de muchos
MRNAS. Se han descrito dos principales familias de proteinas de union a RNA
(RBPs): las proteinas SR y las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(hnRNPs). Recientemente, ambas familias de proteinas se han involucrado en
el desarrollo de tumores, como cancer de mama, de pulmon, de colon y cancer
cervicouterino. La sobreexpresion de SRSF1 promueve incremento de
isoformas de splicing de genes que regulan la transicion epitelio-mesénquima
(Ghigna C., et al., 2005), la traduccion dependiente de cap (lborra S., et al.,
2013) y la evasion de apoptosis (Anczukéw O, et al., 2012). En cancer cervical,
se sabe que esta proteina se encuentra incrementada en tumores y se asocia
a la diferenciacion del queratinocito cervical normal (Fay, J., et al., 2009). Sin
embargo, se conoce muy poco en relacién al papel del factor SRSF1 en el

desarrollo de cancer cervicouterino.

En este estudio, se analizo el efecto de la expresion exdgena de la
proteina SRSF1 en la linea celular HaCaT y en la linea derivada de cancer
cervical SiHa (1-2 copias de VPH16 integradas por célula). Esta ultima linea
celular, posee una sensibilidad limitada a muerte con Cis-platino (datos no
publicados) y presentan relativamente bajos niveles de proteina de SRSF1.
Por lo cual, es un buen modelo de estudio incrementando la expresion de
SRSF1 e investigar las consecuencias celulares de una sobreexpresion de
SRSF1, y comparar con las otras 2 lineas cervicales como CaSki (500 copias
integradas de VPH16) y HelLa (~600-800 copias integradas de VPH18), ambas
con niveles elevados de la proteina SRSF1 y altamente malignas y resistentes
a muerte celular programada (Yee, C.,.1985; del Moral O., et al., 2010). La
sobreexpresion de SRSF1 podria ayudarnos a entender los mecanismos de

resistencia a apoptosis presente en estas lineas celulares.

Inicialmente, se hizo la caracterizacién molecular de la proteina SRSF1
en las lineas celulares derivadas de Cancer Cervicouterino. Se observo que
los niveles de mensajero de SRSF1 no varian entre las lineas celulares; sin

embargo, cuando se analizaron los niveles de proteinas, los extractos solubles
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detectaban niveles bajos de proteina y esto contradecia hallazgos observados
en el laboratorio. Por ello, se procedi6 a utilizar extractos totales de proteina
preparados con amortiguador de RIPA y nos permitié detectar de mejor
manera los niveles de proteina en estas lineas celulares. Esto se explica
porque muchos factores de splicing se encuentran unidos a mRNASs que sufren
splicing alternativo y a otras RBPs a través de su RRMs formando complejos
(Zhou Z., et al., 2013). Se observé que las lineas con genoma de VPH
integrado presentan mayores niveles de proteina en comparacion con las 2
lineas sin VPH. Similares resultados reportaron Mole, S., et al., 2009 y del
Moral O., et al., 2010. Al incorporar el inhibidor de fosfatasas, se observo que
en todas las lineas los niveles de proteina se incrementaban, e inclusive,
presentaron un mayor peso molecular (35-37 kDa). Esto sugiere indicar la
presencia de actividad de fosfatasas en los extractos proteicos, incluyendo
PP2A, una de las principales fosfatasas en la célula. Esta proteina se
encuentra disminuida en lineas celulares VPH16+ debido a la unién de E7 que
inhibe la subunidad catalitica de PP2A (Pim, D., et al., 2005).

Fue interesante observar las diferencias en los tamafios de la proteina
especialmente en estas lineas celulares. Un peso molecular mayor en SRSF1
expresa un posible estado de hiperfosforilacion, principalmente en CaSki. La
hiperfosforilacion de SRSF1 es un mecanismo que asegura una alta actividad
de la proteina en el nucleo, promoviendo el splicing alternativo de diversos
mensajeros (Sanford, J. R., et al., 2008). Por ello, se decidié tratar con
fosfatasa lambda los extractos proteicos totales de las lineas celulares HaCaT,
SiHa y CaSki. Se demostré que los niveles de proteina de SRSF1 disminuian
considerablemente en HaCaT y SiHa; sin embargo, los niveles de la proteina
SRSF1 en CaSki disminuyeron un poco. Esto plantea una alta actividad de
otras cinasas que fosforilan SRSF1 como SRPK1 y SRPK2, o bien, otras
modificaciones post-traduccionales como metilacién o acetilacion que sufre
SRSF1 durante su participacion en los procesos de transcripcion y splicing
alternativo (da Silva, M. R., et al., 2015; Gout, S., et al., 2012; Gongalves, V.,

et al.,, 2014). Es necesario llevar al cabo mas experimentos para tener
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informacion mas certera de la hiperfosforilacion de SRSF1 en las lineas
derivadas de Cancer Cervicouterino, e investigar sus niveles por experimentos

de fraccionamiento celular, co-inmunoprecipitacion o co-localizacion.

Por medio de inmunofluorescencia se observé que la expresion de
SRSF1 en HaCaT fue bajay dada la naturaleza de esta linea celular, es de
esperar que los niveles de proteina se encuentren incrementados. Sin
embargo, los niveles de SRSF1 son menores, esto indica una alta regulacion
en HaCaT, quizas por varios mecanismos (incluyendo splicing alternativo para
generacion de isoformas cortas que se degradan, vida media del mensajero
corta, etc.) (Twyffels, L., et al., 2011; Wood, D. W., 2014; Sun, S., et al., 2010;
Tripathi, V., et al., 2012). Consideramos que experimentos adicionales podrian
dilucidar este resultado. Se evidencidé que SRSF1 se encuentra mas
expresada en las lineas VPH16+, siendo mayor la expresion en la linea
altamente resistente a muerte por apoptosis CaSki. Esto nos indica que
SRSF1 podria jugar un papel importante en la malignidad de estas lineas
celulares, como se ha reportado en cancer de mama (Karni, R., 2007;
Anczukow, O., et al., 2012), cancer de colon (Ghigna, C., et al., 2005;
Gongalves, V., et al., 2014), cancer de pulmoén (Gout, S., et al. 2012) y gliomas
(Zhou, X., et al., 2019). Ademés, se observo que la proteina SRSF1 se localiza
en toda la célula, principalmente en el ndcleo, donde normalmente se
encuentra en los speckles nucleares (Sanford, J. R., et al., 2008; Bjork, P., et
al., 2009). Ademas, se observé que las lineas celulares VPH16+ presentan
niveles de proteina mayores de SRSF1, asi como con otros factores de splicing
como SRSF2, PTB1, hnRNPA1l, hnRNPA2B1 y TIAR. Se desconoce el
mecanismo por el cual SRSF1 puede regular estos factores de splicing; al
respecto, Delestienne, N., et al., 2010 reportaron que SRSF1 modula la
actividad de TIA-1 y TIAR a través de la union de mRNA con elementos ricos
en adenina y uridina (ARES) en los granulos de estrés en células NIH3T3. Por
lo que seria interesante conocer si la sobreexpresion de SRSF1 podria afectar

los niveles de los factores de splicing mencionados anteriormente.
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Para la sobreexpresion de SRSF1, se utilizé el plasmido pSB-TET (sistema
Sleeping Beauty), que es un sistema que permite la incorporacién de un gen
de interés de forma segura, facil y rapida a través de la expresion de una
transposasa. Este sistema genera lineas celulares establemente transfectadas
en 5 — 7 dias (Kowarz, E., et al, 2015). La secuencia de FLAG se coloco en
fase con el ORF de SRSF1 obtenido a partir de mRNA de Hela, que nos
permitio tener una proteina exdgena que se puede diferenciar de la endogena.
En otros estudios se han utilizado GFP y T7 como tag para la deteccion de
SRSF1 exogeno; sin embargo, FLAG es de menor tamafio que las anteriores
y sugiere que no interfiere con la forma estructural de SRSF1, con la
consideracion de la alta regulacion que tiene la proteina en el splicing
alternativo y sobre si misma (Wood, D. W., 2014). Previamente nuestro grupo
dilucidé que al fusionarla con RFP formaba complejos multiméricos con la
proteina y favorecia la muerte celular (datos no publicados). En este estudio,
se encontraron mayores niveles de mensajero exdgeno a las 24 h con el
tratamiento con doxiciclina, mientras que los niveles de mensajero endégeno
no se modificaron. El western blot evidencio altos niveles de SRSF1 a las 24
y 36 h tras el tratamiento con doxiciclina, donde se mostré un tamafio de 37
kDa de la proteina exégena. Dado que FLAG se traduce en una proteina de 1
kDa, esto también puede demostrar que se conserva la fosforilacion de la
nueva proteina de fusion como se presenta en la proteina endégena. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se analiz6 FLAG-SRSF1 que permite observar
su localizacion y expresion con el anticuerpo FLAG y SRSF1. Se observé una
alta expresién de FLAG-SRSF1 en las transfectantes tras el tratamiento con
doxiciclina a las 24 h, y presenté un patron puntiforme en el nucleo celular y
expresion en el citoplasma. La proteina SRSF1 se ha encontrado
principalmente en nucleo (confinado en speckles) y citoplasma, en base a su
papel como regulador de mRNAs (Tripathi, V., et al., 2012). Nuestros datos
indican que el factor de splicing se organiza en forma puntiforme, posiblemente
en cuerpos P (donde se almacenan y degradan mRNAS) y que se encuentran

en cercania con la maquinaria de traduccioén (ribosomas) (Anderson, P., et al.,
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2015). Sin embargo, es necesario utilizar anticuerpos dirigidos a marcadores
de estas regiones para definir su co-localizacion como, por ejemplo, histonas
(H3, H2A) en la regioén de la cromatina, factores de splicing (SRSF2) para los
speckles nucleares o proteinas ribosomales (S6, L7a). Con estos resultados,
se demostrd la sobreexpresion de SRSF1 en las lineas celulares HaCaT y
SiHa establemente transfectadas, lo que nos permitio validar este sistema en
una poblacion heterogénea celular. Cabe mencionar que no se observaron
cambios morfolégicos en las células transfectadas. Consideramos importante
realizar experimentos adicionales, como por ejemplo, ensayos de formacion
de colonia y/o crecimiento independiente de anclaje, mostrarian cambios en
proliferacion y fenotipo de transicion epitelio-mesénquima (Karni R., en el
2007).

Con respecto a los niveles de transcritos de E6/E7, se observo un
incremento de E6/E7P¢MRNA y E6*|, en la linea celular SiHa transfectada con
FLAG-SRSF1 con respecto al mock. Este dato resulta interesante, debido que
anteriormente Rosenberger, S., et al., 2010 y McFarlane, M., et al., 2015,
reportaron independientemente que, mediante el knockdown de SRSF1, no se
afectaba la produccion de transcritos de E6/E7. Sin embargo, el efecto que
observan podria ser compensado por otros factores de splicing, por ejemplo,
hTRA2-31, el cual reconoce secuencias similares a SRSF1 y se ha encontrado
sobreexpresado en tumores cervicales (Gabriel, B., et al., 2009). Ademas, se
ha propuesto sitios putativos de union al bicistron E6/E7 en el sitio aceptor A
(E6*1) y nosotros al expresar a FLAG-SRSF1 nos aseguramos que existe un
incremento en la concentracion del factor y esto favorezca la competencia de
SRSF1 con otros factores de splicing por seleccion de elementos en el pre-
MRNA del bicistron (Singh, R., & Valcarcel, J., 2005). Por lo tanto, se sugiere
gue SRSF1 incrementa los niveles de transcritos de E6/E7 en la linea celular
SiHa transfectada. En un futuro seria importante determinar si SRSF1
incrementa estos transcritos de forma directa o indirecta, asi como si se
presentan alteraciones de blancos (P53 y PRB). Seria importante validar la

primera aseveracion con experimentos adicionales como CLIP o RNA-seq y
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con una poblacion de transfectantes homogénea con el vector constitutivo
pSB-GN. Nuestro laboratorio ha descrito el papel potencial de las isoformas
como E6*l en la resistencia a apoptosis, expresadas exbgenamente en la linea
celular C33-A y se continua con el estudio de la resistencia a muerte con el
uso de otras drogas como el Birinapant (del Moral O., et al., 2010; Ordéiiez, R.

M., et al., 2004; datos no publicados).

En un estudio efectuado por Sanford, J. R., et al., 2008, se encontrd que
SRSF1 se une a una variedad de mRNAs en los compartimentos subcelulares;
encontrando factores de splicing como hnRNP H, hnRNP E2 y SRSF11, entre
otros. Sin embargo, no se validé el dato obtenido, y es de nuestro interés
estudiar su regulacion en presencia de VPH16. Diversos factores de splicing
se han catalogado como proto-oncogénes como hnRNP Al, A2/B1 y SRSF3
por estar sobreexpresados en tumores de mama, de colon, de pulmoén, de
higado y gliomas, y alterar vias de sefalizacion relacionadas con
supervivencia (David, C. J., et al., 2010; Venables, J. P., et al., 2008; Corbo,
C., etal., 2013; Sanchez-Jiménez, C., & Izquierdo, J. M., 2015).

Los resultados mostraron niveles de mRNA de SRSF3 incrementados
en ambas lineas celulares transfectadas con FLAG-SRSF1, tras el tratamiento
con doxiciclina, mientras que se encontré un incremento de niveles de proteina
de hnRNP | en ambas transfectantes y de hnRNP A2B1 en la transfectante
SiHa. Estos resultados nos sugieren que la sobreexpresion de SRSF1 afecta
la expresion de otros factores de splicing; no obstante, seria necesario llevar
al cabo experimentos adicionales para determinar como altera la expresion de
estas proteinas. Por otro lado, un factor asociado a metabolismo celular como
PKM se alter6. Esto se explica por el papel de la doxiciclina en afectar
proteinas relacionadas al metabolismo celular (Cortés-Cros, M., et al., 2013).
Otros sistemas como el pSB-GN constitutivo o pTuner podria ser mas utiles

para explorar el metabolismo celular.

Factores de splicing, como SRSF1, han jugado un papel importante en

la produccién de isoformas de proteinas reguladoras de apoptosis para evadir

Pagina 52



la muerte celular en células cancerosas. Este mecanismo poco estudiado,
tiene gran importancia en la accién de las drogas que se administran en los
pacientes y la recurrencia del cancer (Kedzierska, H., & Piekietko-Witkowska,
A., 2017). Por ello, analizamos la expresion de algunos reguladores de
apoptosis en las lineas transfectadas con FLAG-SRSF1. Las CIAPs se han
vinculado con la resistencia a muerte celular en tumores y los factores de
splicing como SRSF2, hnRNPA1, hnRNPA2/B1 y hnRNPC1/C2 regulan la
expresion y la produccion de isoformas completas. Se desconoce si SRSF1
pueda impactar en la expresion de CIAP1 y CIAP2, las cuales se encuentran
incrementadas en CaSki y HelLa. Se evidencio un ligero incremento de los
mensajeros de CIAP1 y CIAP2 en la transfectante HaCaT después de 24 h
con el tratamiento con doxiciclina. Sin embargo, no se observaron cambios en
los niveles de proteina en las lineas celulares transfectantes. Se desconoce el
mecanismo por el cual SRSF1 podria incrementar el nivel de mensajero de las
CIAPs. Se sabe que hnRNPAL regula la traduccion de CIAP1 a traves de sus
AREs en el extremo 3’-UTR (Kedzierska, H., & Piekietko-Witkowska, A., 2017).
Se observé una ligera disminucion de niveles de proteina de XIAP en la
transfectante SiHa, aunque consideramos que es necesario efectuar mas
experimentos para corroborar si otros factores reguladores de apoptosis estan
afectados como las caspasas.

La actividad de splicing de SRSF1 es esencia en las funciones del
sistema inmune y cambios en la regulacion de este factor pueden llevar a
diferentes enfermedades autoinmunes por la alteracion del splicing alternativo
de factores apoptéticos o inmunomodulares clave (Paz, S., et al., 2021).
Interesantemente, se ha observado que la expresibn de SRSF1 esta
disminuida en enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso Sistémico
(SLE); SRSF1 es necesario para la funcion y homeostasis de las células T
reguladoras (Tregs), su deficiencia genera problemas de autoinmunidad,
incrementa de la actividad de la via mTOR vy, por lo tanto, altera la expresion
de algunos inmunomoduladores que regulan la expresion de INF-y, IL-17 y por

lo tanto la expresion de otras citocinas y sus transductores. Por ejemplo, en
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SLE los niveles bajos de SRSF1 ocasionan disminucion de expresion de IL-2
y TNF-a (Moulton, V. R., et al., 2015; Katsuyama, T., et al., 2020). En células
T se ha observado que SRSF1 modula la actividad de algunas interleucinas
como IL-2 e IL-17 (Moulton, V. R, et al., 2013; Paz, S., et al., 2021). Por ultimo,
dado los cambios en los mensajes de algunos factores reguladores de
apoptosis y que interesantemente, se observé un incremento en P65 y RELB
en las células HaCaT transfectadas, se decidido explorar los niveles de
mensajero y de proteina de algunas interleucinas relacionadas con la via NF-
KB y apoptosis, como son TNF-a, IL-6 e IL-8. Mediante RT-PCR se observo
una disminucién del mensajero de TNF-a en la transfectante HaCaT y un
incremento de IL-8 en la transfectante SiHa tras el tratamiento con doxiciclina.
Para profundizar nuestros datos, se llevé al cabo el ensayo de
inmunoabsorbencia ligada a enzima para TNF-a, IL-6 e IL-8 en sobrenadantes
de cultivo de las células transfectadas. Se observo un incremento de TNF-a
en las transfectantes HaCaT y SiHa, y una disminucion en IL-6 e IL-8 en la
transfectante HaCaT tras el tratamiento con doxiciclina; sin embargo, los
resultados no fueron significativos y es necesario llevar al cabo experimentos
mas detallados, por ejemplo, curvas dosis respuesta con el tratamiento con
doxiciclina, y andlisis western blot, para explorar la posibilidad de que los

cambios pueden ser mas claros en la expresion que en la secrecion.

Las diferencias observadas entre las transfectantes HaCaT y SiHa en
los experimentos efectuados demostraron que ambas lineas celulares
sufrieron cambios en la expresién de algunos factores estudiados. Es claro
denotar que algunos cambios no ocurren en las lineas normales y ocurren en
la linea derivada de tumor o viceversa, o que requiere un analisis mas
detallado. En la linea celular HaCaT, tras la sobreexpresion de SRSF1, se
observé incrementos de mensajero y de proteina en varios factores de splicing,
de apoptosis y algunos involucrados en la via NF-kB, asi como la disminucién
de algunas interleucinas. Este hallazgo nos sugiere que en las células HaCaT,
al sobreexpresar SRSF1, podria simular un proceso de desarrollo tumoral al

verse incrementados los niveles de factores de splicing involucrados en
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proliferacion y metastasis como SRSF3 y hnRNP | (PTB1), produccion de
isoformas de hnRNPA1, resistencia a apoptosis con los factores CIAP1 y
CIAP2 y alteraciones en la via NF-kB, como el factor P65. Interesantemente,
estos factores se encuentran desregulados en las lineas celulares VPH16+,
principalmente CaSki, seria importante continuar estudiando el efecto de
SRSF1 en HaCaT y compararlo con HaCaT transfectada con E6/E7. Por otra
parte, en SiHa se observo un incremento en los niveles de mensajero de
E6/E7Pe-MRNA v EG*I/E7, y en nuestro laboratorio hemos observado que la
primera es la principal fuente de produccién de la oncoproteina E7 y la
segunda isoforma tiene un papel importante en la resistencia a Cis-platino en
CaSki (del Moral O., et al., 2010; Vaisman, C. E., et al., 2018). Este dato debe
explorarse mas adelante, para conocer el papel de SRSF1 en la produccion
de las isoformas del bicistron E6/E7; otros estudios no mostraron diferencias
en la regulacion del splicing del bicistréon E6/E7 por SRSF1 (Mole, S., et al.,
2009; McFarlane, M., et al., 2015), pero no se ha investigado su efecto en la
estabilidad de los mensajeros de E6/E7. Utilizando la linea celular HaCaT,
podriamos tener un acercamiento importante en relacion con el inicio de los
mecanismos que llevan riesgo inducido por el bicistron E6/E7 a la malignidad,
y la regulacion del transcrito bicistronico de E6/E7 a nivel de splicing o de
estabilidad por SRSF1. En la transfectante SiHa también se observaron
incrementos de algunos factores de splicing como SRSF3, hnRNP Al, hnRNP
A2B1, hnRNP | (PTB1) e incremento de secrecion de IL-8 e IL-6, esto podria
darnos un indicio de mecanismos de aumento en supervivencia o resistencia
a la muerte al compararla con la linea celular CaSki. Sin embargo, se requieren
estudios adicionales de resistencia al Cis-platino para llegar a conclusiones

respecto al tema.

En resumen, la sobreexpresion de FLAG-SRSF1 en la linea celular
transfectada SiHa incrementa los niveles de algunos transcritos de E6/E7 de
VPH16 y de los factores de splicing SRSF3 y PTB1, se observé un incremento
de nivel de mensajero de CIAP1 y CIAP2 en la transfectante HaCaT después

del tratamiento con doxiciclina. Todo esto nos sugiere que en el desarrollo de
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cancer cervicouterino, la proteina SRSF1 es un factor importante en la

regulacion de los transcritos de VPH16.

CONCLUSION

Se establecid un modelo de sobreexpresion inducible del factor de splicing
SRSF1 en lineas celulares HaCaT y SiHa. La sobreexpresion de SRSF1 en la
linea celular SiHa transfectada incrementa los niveles de mRNA de EG/E7P™
mRNA y E6*I. La sobreexpresion de SRSF1 altera los niveles de mRNA y de
proteina de factores de splicing y reguladores de apoptosis en las lineas

celulares transfectadas HaCaT y SiHa.
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PERSPECTIVAS

e Analizar el papel de SRSF1 en la estabilidad de los niveles de transcritos
de E6/E7 mediante un ensayo de actinomicina D, es decir, determinando
su vida media.

e Determinar si SRSF1 se encuentra unido a los transcritos de EG6/E7
mediante los ensayos de CLIP o RIP.

e Analizar otros reguladores de la apoptosis y componentes de la via NFkB
(tanto por RT-PCR y western blot) en las transfectantes.

e Llevar a cabo la RT-PCR, ELISA y WB para TNFa, IL-2, IL-6 y IL-10 a
diferentes tiempos de induccién con doxociclina.

e Secuenciacion del RNA de las lineas transfectantes.

e Insertar FLAG-SRSF1 en pTurner (vector de expresién controlada) para
analizar otros mecanismos donde SRSF1 tenga un papel importante, como
ciclo celular y metastasis.

e Generar transfectantes establemente transfectadas con el plasmido
constitutivo pSB-GN para conocer alteraciones en el metabolismo celular.
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ANEXOS

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados durante el proyecto de doctorado

Gen Tamanfo Secuencia Producto

(pb) (pb)
SRSF1 Fw 27 AAGCTTATGTCGGGAGGTGGTGTGATT
SRSF1 Rv 31 GGATCCCGTGTACGAGAGCGAGATCTGCTAT 758

Full: 776
E6beginFw 27 CCACCATGCACCAAAAGAGAACTGCAA E6*I: 592
E7endRv 21 TGGTTTCTGAGAACAGATGGG E6*Il: 475
E6NET: 270

SRSF1Hind 27 AAGCTTATGTCGGGAGGTGGTGTGATT 60
SRSF1xhol 30 CTCGAGTTATGTACGAGAGCGAGATCTGCT
SAl-FLAG FW | 37 GGCCTCTGAGGCCATGGATTACAAGGATGACGACGAT |
SRSF1-SfilRV | 37 GGCCTGACAGGCCTTATGTACGAGAGCGAGATCTGCT
FLAG-ORF-Fw | 24 CCATGGATTACAAGGATGACGACG 250
ASF-ORF-Rv 24 GACGGTACCCATCGTAATCATAGC
SF2/ASF Fw 25 TCGATCTCGAAGCCGTAGTCGTAGC 420
ASF-UTR3Rv | 26 GGGAATGTAGATGTTAGGAGCAAGGG
SRSF3 Fw 24 ATGGCAACAAGACGGAATTGGAAC 189
SRSF3 Rv 24 CATTCGACAGTTCCACTCTTACAC
hnRNPAL Fw | 23 TGGTGGTGGATATGGTGGCAGTG -
hnRNPAL Rv 22 GAACCGCCATAGCCACCTTGGT
hnRNPA2B1 Fw | 24 AAATCGGGCTGAAGCGACTGAGTC 162
hnRNPA2B1 Rv | 24 GCAGGATCCCTCATTACCACACAG
hnRNPI Fw 26 GTTTCCCTCCCACCTTTGCCATTCCA 203
hnRNPI Rv 20 GCTTTGGGGTGTGACTCTCT
PKM Fw 20 CTGAAGGCAGTGATGTGGCC aio
PKM Rv 20 ACCCGGAGGTCCACGTCCTC
CIAP1 Fw 25 ATGCACAAAACTGCCTCCCAAAGAC 215
CIAP1 Rv 27 CTGTTTATGCTTTTGAATAGGACTGTC
CIAP2 Fw 26 ATGAACATAGTAGAAAACAGCATATT 273
CIAP2 Rv 26 AGGATACAACTTTTTATGCTTTTCAG
TNFo Fw 23 CAACCTCCTCTCTGCCATCAAGA 169
TNFa Rv 24 AGACTCGGCAAAGTCGAGATAGTC
L2 Fw 27 GAATGGAATTAATAATTACAAGAATCC 220
IL-2 Rv 24 TGTTTCAGATCCCTTTAGTTCCAG
IL-6 Fw 23 ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 628
IL-6 RV 22 GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG
IL-8 Fw 25 TGATTTCTGCAGCTCTGTGTGAAGG 196
IL-8 Rv 24 TCCAGACAGAGCTCTCTTCCATCA
GAPDH Fw 21 GACCCCTTCATTGACCTCAAC 240
GAPDH Rv 21 GTGGCAGTGATGGCATGGACT
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados durante el proyecto de doctorado

Anticuerpo Marca Dilucién
SRSF1 (32-4500) Thermo Scientific 1:1000
(Life Technologies)
SRSF2 (PA5-12402) Thermo Scientific 1:1000
SRSF3 (7B4) sc-13510 | Santa Cruz 1:250
SRPK1 (EE-13) sc- Santa Cruz 1:200
100443
hnRNP Al (4B10) sc- Santa Cruz 1:10,000
32301
hnRNP A2B1 (B-7) Santa Cruz 1:500
sc-374053
hnRNP | (PTB1) (32- Zymed 1:1000
4800)
TIA-1 (G-3) sc-166247 | Santa Cruz 1:250
TIAR (C-18) sc-1749 Santa Cruz 1:250
C-MYC (9E10) sc-40 Santa Cruz 1:100
GFP (600-101-215) Rockland 1:1000
FLAG (F1804-200UG) | Sigma-Aldrich 1:1000
CIAP1 (D5G9) 7065 Cell Signalling 1:1000
XIAP (2042) Cell Signalling 1:1000
BCL-2 (C-2) sc-7382 Santa Cruz 1:100
BCL-XL (2764) Cell Signalling 1:1000
SURVIVINA (71G4B7) | Cell Signalling 1:1000
2808
BAX (B-9) sc-7480 Santa Cruz 1:100
TNFR1 (C25C1) 3736 | Cell Signalling 1:1000
P65/REL A (100-4165) | Rockland 1:1000
REL B (C1E4) 4922 Cell Signalling 1:1000
NF-kB p105/p50 (3035) | Cell Signalling 1:1000
ACTINA (C-2) sc-8432 | Santa Cruz 1:250
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Figura 20. Esquema propuesto de resumen de resultados
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