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1. Resumen
Desde hace mucho tiempo el estudio de las proteinas y sus funciones ha sido relevante para

la comprension de los seres vivos, multiples motivos dentro de su estructura o cambios
dentro de ésta pueden propiciar diversas funciones o alteraciones de estas. PENK es una
prohormona cuyas principales funciones han sido descritas dentro del sistema nervioso
central, sin embargo, es indudable pasar por alto sus funciones en otros tejidos,

principalmente relacionadas con la proliferacion y la diferenciacion celular.

En este trabajo determinamos la presencia de PENK dentro de las células de las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231 con pesos moleculares de 32-34 kDa y 44-46 kDa por medio de
Western Blot. PENK de igual forma se encuentra presente dentro del nicleo de las células de
las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 en la forma correspondiente al peso molecular 32-34kDa.
Tras una transfeccién con siRNA 2 especifico para PENK, se demostré la eficiencia de éste al
reducir practicamente en su totalidad la presencia de PENK en los nucleos aislados de ambas
lineas celulares. Asimismo, tras la realizacion de ensayos de MTT para medir la proliferacion
celular observamos una relacién proporcional entre la tasa de proliferacién celular y la
disminucién de PENK en ambas lineas celulares, efecto no atribuible a los receptores opioides.
Finalmente, tras el anélisis informatico, se determind la presencia de dos secuencias NLS las
cuales parecen ser excelentes candidatas para dirigir el destino de PENK al ndcleo. Ademas de
esto, se determind que el péptido sefial que guia a PENK a través de la via secretoria ejerce una
gran influencia sobre la estructura de la proteina y tras su remocién favorece cambios
estructurales, como el semiocultamiento de residuos de aminoacidos o la generacion de puentes
disulfuro, que activa las secuencias de localizacion nuclear (NLS) y permite su interaccion con

las importinas para su importe al nucleo.

El control de proliferacion y diferenciacion es de suma importancia para el desarrollo y
mantenimiento de los organismos, pero estos mecanismos toman mayor relevancia al
tratarse del cancer, dado que es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,
ocupando el primer puesto tanto de morbilidad como de incidencia el cancer de mama. Por
otra parte, dilucidar los mecanismos del trafico de las proteinas a través de los diversos
organelos y compartimentos dentro de éstos nos permite tener un mayor entendimiento
sobre diversos procesos que se llevan a cabo, ademas de poder determinar las funciones de

las proteinas con relacion al sitio donde se encuentran, aunado al estudio de sus estructuras.



El estudio de PENK, aunque realizado ya por décadas, aun presenta interrogantes por
resolver, que funcion tiene PENK nuclear, si sigue la misma via para su importe y posterior
asociacion con p53 u otras proteinas para el control de la proliferacion celular son solo

algunas de las incognitas no solucionadas.



2. Introduccion
Las proteinas son biomoléculas que son largas cadenas de diversos aminoéacidos unidos por

enlaces covalentes, con una identidad determinada por la secuencia de amino&cidos
presente en ella y es esta misma secuencia la que determina su funcién. Los organismos
vivientes que habitan este mundo realizan funciones sumamente complejas gracias a las
proteinas, lo cual les permite adaptarse a un sin fin de condiciones presentes a lo largo de su
existencia. Los seres humanos no somos la excepcién y dentro de nosotros un gran nimero
de proteinas realizan su funcion a diario para la mantencion de nuestra propia vida; la
albimina la cual se encarga del transporte de otras moléculas y el mantenimiento de la
presion osmotica o el coldgeno que forma gran parte de las estructuras corporales, son solo

ejemplos de las proteinas presentes en nuestro organismo.

Entre una de las muchas clases de proteinas se encuentran las prohormonas, conocidas
también como precursores peptidicos, moléculas cuya funcién canonica es almacenar
dentro de su estructura secuencias peptidicas efectoras, ejemplo de ello tenemos la
Proencefalina, Pro-Opiomelanocortina, Proinsulina entre otras; estos precursores de sus
péptidos efectores sirven principalmente como moléculas de sefializacion y comunicacion.
(Hook et al 2010, Blackader 1993)

Aunque cada prohormona tiene en su estructura secuencias unicas, también comparten
caracteristicas estructurales, sintetizadas como pre-pro-proteinas, la secuencia pre- contiene
una secuencia sefial para su ingreso al reticulo endoplasmico rugoso, sitio designado para la
maduracion de la prohormona con el corte de la secuencia sefial por una enzima Illamada
sefal-peptidasa, liberando el pro-péptido de su extremo amino terminal (N-terminal) y la
molécula precursora. Esta molécula precursora puede contener multiples copias de la
misma secuencia de aminoacidos. Asi dicha molécula actia como precursora de maltiples
productos finales los cuales seran liberados tras un procesamiento proteolitico ocurrido en
el TGN, las vesiculas secretorias y algunas veces en el espacio extracelular después de ser
secretadas. (Blackader 1993)



3. Antecedentes

3.1. Proencefalina
La proencefalina (PENK) es una pro-proteina o proteina precursora, la cual es sintetizada
por diversas células del organismo y requiere de un procesamiento proteolitico para dar
origen a sus productos derivados. Este procesamiento ocurre en el TGN y en vesiculas
secretorias. (Alberts et al 2015).

Los productos de la PENK, las encefalinas, descubiertas antes que su precursor, fueron
caracterizadas por primera vez por John Hughes en 1945, en busqueda de anadlogos no
adictivos de la morfina. Sin embargo, se demostré que la principal propiedad la cual dotaba
de sus caracteristicas a estas moléculas era su estructura, formando asi péptidos opioides:

las encefalinas.

Proneuropeptidos
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Figura 1 Ejemplo de Proneuropéptidos, también conocidos como Prohormonas, moléculas las cuales
generalmente sufren un procesamiento catalitico para liberar neuropéptidos activos. (Modificado de
Hook et al 2010)



La proteina precursora PENK fue localizada por primera vez en médula adrenal por Lewis
y colaboradores en 1979. Mientras que al mismo tiempo tres grupos de investigadores
demostraron que el material opioide era almacenado y co-secretado con catecolaminas en
los grénulos secretorios de las células cromafines de la glandula adrenal (Viveros et al,
1979; Livett et al, 1981; Rossier et al, 1981). Posteriormente se realizaron las primeras
investigaciones para identificar a la molécula precursora PENK y sus productos
intermediarios en células cromafines de glandula suprarrenal bovina, por medio de
purificaciones cromatograficas seguida de digestiones enzimaticas y radioinmunoensayos
(Lewis et al, 1979; Stern et al, 1979; Rossier et al, 1980; Kilpatrick et al, 1981; Beaumont
et al, 1985). A partir de entonces, la PENK y sus péptidos derivados han sido relacionados
con diversas actividades en diferentes sistemas, incluyendo en sistema nervioso, endocrino
y el sistema inmune humoral y celular e incluso su participacion en el proceso de génesis

tumoral (Brar y Lowry, 1999).

Pero a partir de 1995, varios trabajos demuestran, en celulas no neurales, que la molécula
precursora de PENK completa, sin procesarse, puede viajar al nlcleo y participa en el control

del crecimiento celular (Boéttger y Spruce, 1995, Vindrola et al, 1998, McTavish et al, 2007).



3.1.1.  Gende proencefalina
El gen de la proencefalina (PENK) ha sido descrito tanto en mamiferos como en
organismos invertebrados, animales que divergen evolutivamente méas de 500 millones de
afios, lo cual indica que presenta un origen filogenético méas antiguo, y se le considera una

de las primeras moléculas del sistema inmune (Stefano y Kream, 2008).

El gen de la PENK humana esta ubicado en la region 22 a gq24 cromosoma nimero 8 y
corresponde a un transcrito de 20 Kb. (Litt et al, 1988; Stefano y Kream 2008). Dicho gen
se encuentra organizado por cuatro exones separados por tres intrones. Los exones son
transcritos en un mRNA de 1248 bases con un extremo de poliadenilacion en su extremo 3°
(Noda et al, 1982).

El gen de la preproencefalina humana y el de rata presentan una alta homologia en cuanto a la
secuencia de nucleétidos y en los sitios de traduccion. En la rata el exon 1 tiene 191 pares de
bases (pb) y esta separado del exdn 2 por 511 pb que forman el intrén A, la traduccién de la
prohormona comienza en el cuarto nucle6tido del exdn 2 que codifica para 24 aminoacidos de
la proencefalina. Los exones 2 y 3 estan separados por una secuencia de 3500 pb que constituye
el intrén B. El exon 3 aunque tiene 978 nucleotidos solo codifica para 223 aminoéacidos de la
proencefalina. Las ultimas 310 pb del exdn 3, asi como el primer exdn, son transcritas, pero no
son traducidas; mientras que en humano la transcripcion del gen de la preproencefalina inicia
en el exon 3, los cuatro exones son transcritos en un ARNm de 1248 bases de largo con un
extremo de poliadenilacion en la extremidad 3", y una region de 130 bases que provienen de los
exones 1y 2 en la extremidad 5y de 317 bases en la extremidad 3"que no codifica para la
sintesis de preproencefalina. (Rossier, 1993). De tal forma que la principal diferencia entre las
dos especies es: en la rata, el gen de la preproencefalina se compone de 3 exones y 2 intrones,
mientras que, en humano, como se ha mencionado, esta compuesto por cuatro exones
correspondiendo los exones 1 y 2 del humano al exon 1 de la rata (Rosen et al, 1984) (Ver

Figura 2).



Intron A Intrén B Intrén C

87pb 469 pb 3500 pb
Exén 1 Exon 2 Ex6n 3 Exon 4
70pb 56 pb 141 pb 983 pb
Gen
mMRNA
[__AJG MY 2asb
130 b 801b 317 b
] Pre-proencefalina

Péptido sefial

Figura 2 Estructura primaria del gen de la PENK humana. (Modificado de Weisinger, 1995)

La expresion del gen de PENK esta ligada a la actividad eléctrica celular, ademas de estar
estrechamente relacionada con eventos secretorios. La entrada de calcio es suficiente para
desencadenar la induccion del gen, neurotransmisores y hormonas que incrementan la
actividad eléctrica y el metabolismo del calcio pueden potenciar la expresion del gen. La
union de acetilcolina a los receptores nicotinicos causa una entrada de sodio, la
despolarizacion de la membrana y una subsecuente apertura de canales de calcio voltaje

dependientes desencadenando la induccion de PENK. (Blackader,1993)

El incremento de cCAMP también promueve el aumento de mMRNA de PENK. EI cAMP se
une a la subunidad regulatoria de la Proteincinasa A promoviendo la liberacion de la
subunidad catalitica en su forma activa, translocandola al nucleo y activando proteinas
regulatorias con motivos de union a DNA. Sin embargo, este parece ser un mecanismo
independiente de calcio y de naturaleza transitoria, puesto que al estimular receptores
histaminicos para medir el efecto del fosfoinositol y su hidrélisis por parte de la fosfolipasa
C aumenta los niveles del mMRNA de PENK, mecanismo al parecer mediado por la
modulacién de diacilglicerol y inositoltrifosfato sobre los canales de calcio. No obstante, la

activacion de la fosfolipasa C directamente, e inclusive mediada por calcio, induce un



aumento en la expresion del gen de PENK, lo cual sugiere un rol mas directo en la regulacion.
(Kley N., 1988).

Otros mecanismos de control se encuentran presentes en la estructura del gen, uno de ellos
son diferentes sitios de iniciacion de la transcripcion que sugieren que el uso de alguno de
ellos, de manera selectiva, desencadena estimulos para generar RNAs especificos y es
propio de cada tejido, lo cual provee de mecanismos separados mediante los cuales la
expresion de los genes es controlada anatdmicamente. (Weisinger et al 1990).

Ademas, diversos analisis han definido dos elementos funcionales distintos, ENKCRE1
(TGGCGTA) y ENKCRE2 (TGCGTCA), ambos solo separados por una vuelta de hélice
dentro del enhancer de PENK. Estos sitios parecen tener una interaccion competitiva que
ocurre a nivel de uniones a DNA o interacciones proteina-proteina, AP1(Jun-A), AP2, AP4
y ENKTF-1; los factores de transcripcion asociados al aumento de cAMP, interactian con
ENKCREL, mientras que ENKCRE2 muestra interacciones con AP1, AP2, AP4, VIP, CRE
y factores de transcripcion ATF/CREB. Mas alla de estos elementos de respuesta a CAMP,
también existe, ademas del NF-kB, un elemento que se une a las mismas secuencias y
parece ser un activador especifico, es llamado BETA, encontrado en grandes
concentraciones en tejido cerebral y es importante para la regulacion de PENK en estas
estructuras. (Comb et al 1988).

3.1.2.  Biosintesis y Procesamiento de proencefalina
PENK es sintetizada por la parte codificable del mRNA constituida por 801 bases el cual
conforma una proteina completa de 267 amino&cidos. Posee un extremo N-Terminal de 24
aminoacidos que corresponden al péptido sefal, y permite su ingreso al reticulo endoplasmico,
donde éste se elimina por accion de una sefial-peptidasa simultaneamente con el proceso de
traduccion (cotraduccion) dando origen a la proproteina. La PENK es transportada desde el
reticulo endoplasmico a la region cis del aparato de Golgi, atraviesa la region media y llega a la
region trans, especificamente al compartimiento denominado Trans Golgi Network (TGN). En
esta Ultima region comienza la endoprotedlisis y la exoprotedlisis de la molécula precursora.
Los péptidos resultantes se incorporan a las vesiculas que se transformaran en los granulos
secretorios maduros, donde finaliza la ruptura de PENK dando lugar a la formacién de péptidos

biolégicamente activos (Rossier, 1993; Alberts et al 2015;



Mains et al 1983; Nelson y Cox 2013). A lo largo del transporte a través de las cisternas del
aparato de Golgi ocurren otros cambios post-traduccionales tales como: glicosilacion,
sulfatacion, metilacion, fosforilacion y N-acetilacion (Nelson y Cox, 2013).

Estructuralmente, la PENK contiene, en su secuencia primaria, en todas las especies
estudiadas, cuatro copias de Met-encefalina, una copia de Leu-encefalina, una copia de

Heptapéptido (Met-encefalina-ArgG-Phe7) y una copia de Octapéptido (Met-encefalina-
ArgG-GIy7-Leu), esta porcion se encuentra unida a una regién no opioide rica en residuos

de cisteina denominada sinencefalina (Syn) y es exclusiva de la PENK (Liston et al., 1984)
(Figura 3).

Para la ruptura proteolitica de la proteina a péptidos de diferente peso molecular se
requieren dos tipos de actividad enzimatica por medio de la cual los péptidos derivados de
PENK son liberados: una con actividad parecida a la tripsina que reconoce y corta
aminoacidos dibasicos, y una con actividad de carboxipeptidasa B que remueve

aminoacidos basicos en el extremo carboxilo terminal (Wilson, 1991).

Las secuencias de los péptidos opioides se encuentran agrupadas en la porcion carboxiterminal
de PENK, proteina de 267 aa de largo, se localizan entre pares de aminoécidos basicos, tales
como: Lys-Arg y Arg-Arg y en menor expresion Lys-Lys y Arg-Lys, que son conocidos como
sitios consenso de ruptura proteolitica (Johanning et al, 1998) para miembros de la familia de
convertasas de proproteinas PC1, PC2 y Furina (Breslin et al, 1993). Estas enzimas se han
encontrado en los tejidos nervioso y neuroendocrino y en cultivos celulares derivados de ellos.
Sus sitios de corte estdn ubicados en residuos dibasicos que flanquean los neuropéptidos,
generalmente Lys-Lys, Arg-Arg y Arg,Lys. Por su parte, el procesamiento catalitico de PC1 es
eficiente para la liberacion del Péptido B de PENK, pero no lleva a cabo mas cortes para liberar
Metionina-Encefalina (Met-enk). Los mayores productos producidos por estos son el Péptido
B, el Péptido E y Leucina-encefalina (Leu-enk) libre. PC2 es capaz de generar productos mas
pequefios que PC1. Entre los productos observados por el procesamiento de PC2 incluyen Met-
enk RF, Met-enk RGL, Leu-enk y Met-enk. Furina a diferencia de PC1 y PC2 requiere de un
sitio consenso especifico con la estructura de R-Xaa-K/R-R. Furina es capaz de cortar en los
sitios Lys-Lys de PENK para producir fragmentos de 5.3kDa, ademas de ser capaz de liberar el
Péptido B de PENK al



realizar cortes en la region Lys-Arg. (Hook y Bandeira, 2015; Breslin et al, 1993: Brar y
Lowry, 1999). Ademas, se han demostrado sitios de corte con un solo aminoacido basico,
reaccion catalizada por la Catepsina L, la cual demuestra ser de suma importancia para el
procesamiento de PENK, lo que abre una nueva via de procesamiento catalitico de la
proteina, favoreciendo asi la generacién de muchas méas variantes en los productos de
PENK (Hook et al 2010).

Tras los procesamientos cataliticos de PENK por parte de alguna de los tipos de enzimas
mencionados anteriormente son creados péptidos intermedios de diferentes pesos
moleculares, dependiendo del sitio en el cual se lleve a cabo el corte de la Prohormona. En
la Figura 3 se muestran algunos de los diferentes péptidos encontrados hasta la fecha, tanto
en sistema nervioso central, en donde el procesamiento es completo dando lugar a péptidos
pequefios con actividad opioide, como en la medula adrenal en la cual se han identificado
péptidos mas grandes de distinto peso molecular de los cuales algunos contienen una o mas
de las secuencias de encefalina y tienen actividad opioide, e incluso se ha reportado que la
estimulacion de ciertos receptores opioides por parte de estas moléculas, muestran mayor
actividad que el pentapeptido libre (Dillen et al, 1993) entre ellos la met-encefalina, leu-
encefalina, el octa-péptido, hepta-péptido, los péptidos E, F y BAM P22, 20 y 12; y otros
carentes de actividad opioide como la sinencefalina, el péptido | y el péptido F, los cuales
carecen de la secuencia Tyr-Gly-Gly-Phe en el extremo amino terminal (Rossier, 1993).
Dependiendo de los sitios de produccion de este precursor o de las células blanco los
péptidos derivados de PENK pueden actuar de manera paracrina o autocrina, afectando asi
actividades celulares como puede ser la modulacion de la actividad del tejido nervioso,
actuando de manera directa como agente antimicrobiano, regulando la proliferacion y
diferenciacion celular o jugando un rol crucial para el desarrollo del cerebro (Brar y Lowry,
1999; Slominski et al 2011; Denning et al 2008).
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Figura 3 Diferentes productos del Procesamiento de la Proencefalina en Glandula Adrenal y Sistema
Nervioso Central. (Modificado de Rossier, 1993).

3.1.3.  Distribucion tisular
La PENK ha sido ampliamente descrita tanto en tejidos nerviosos como en tejidos no

nerviosos donde sus funciones son diversas dependiendo del tejido donde se encuentren.

En tejido nervioso ha sido descrita la funcion principal de los diversos péptidos opioides,
generados por un procesamiento previo de PENK. Estos péptidos opioides actian como
neurotransmisores, neuromoduladores y neurohormonas y participan principalmente como
moduladores con respecto al dolor, la analgesia y la nocicepcion. Ademas, también se les
ha relacionado con respuestas al estrés, la dependencia a sustancias adictivas y la

regulacion del apetito y el suefio (Slominski,et al 2011).

PENK también se ha encontrado expresada ampliamente por diferentes tejidos no neuronales.
En células de la piel, se ha demostrado que su produccion puede ser estimulada por agentes
estresantes fisicos (Radiacion UV) y bioldgicos (Lipopolisacaridos) donde presenta un patrén

especifico de expresion y liberacion el cual se le ha relacionado principalmente con la



nocicepcion, ademas de estar relacionado con las respuestas locales al estrés y la inmunidad
innata (Slominski et al 2011). Células cardiacas y musculares no sélo expresan el mMRNA
de PENK, sino que también presentan esta proteina precursora ademas de sus péptidos
derivados en donde se sugiere que estos ultimos actGan como pre-condicionantes para
minimizar el estrés celular posterior a lesiones por isquemia (Denning et al 2008). En
células de glandulas suprarrenales fue identificada la PENK y sus productos por
espectrometria de masas. Posteriormente se pudo obtener informacion estructural acerca de
su procesamiento en estas células con el fin de reconocer los patrones establecidos para la
comunicacion célula-célula requerida para mantener las funciones neuroenddcrinas y en

rifidn, muasculo e intestinos (Hook et al 2010).

Hacia finales de los afios ochenta y principios de los noventa varios grupos reportaron la
presencia del mMRNA de la PENK y péptidos derivados de la misma en sistema inmune
(linfocitos T y monocitos) en diferentes especies, incluyendo sangre periférica de origen
humano, en donde se encuentra un bajo porcentaje de péptidos de bajo peso molecular y se
demuestra que en estas células es necesaria la activacion del procesamiento por medio de
agentes mitogénicos con liberacion de péptidos de alto peso molecular (Zurawski et al, 1986;
Padros et al, 1989; Roth et al, 1989; Kuis et al, 1991, Kamphuis et al, 1998). Asimismo, se ha
demostrado en células B del sistema inmune que PENK presenta al igual que Met-Encefalina
un rol inmunoregulador estimulando a ultra bajas concentraciones la produccién de
inmunoglobulinas M y G1 e inclusive estimulando la proliferacion de éstas; incluso en la
circulacion sanguinea donde sus péptidos opioides presentan una funcion regulatoria, asi como
también en células embrionarias en desarrollo en las cuales se la relaciona con la diferenciacion
y la maduracion celular. (Denning et al 2008). Por otra parte, células polimorfonucleares del
sistema hematico, neutréfilos de origen humano, de bovino y de rata son capaces de producir y
liberar péptidos derivados de PENK con procesamiento diferencial en cada uno de ellos de la

porcion no opiode (sinencefalina) (Vindrola et al, 1990).

Cabe mencionar que no solamente se ha encontrado el mMRNA de la PENK y péptidos
derivados de su procesamiento, sino que existen evidencias de la presencia de esta
proteina en su forma completa. Se ha encontrado, por radioinmunoensayo y estudios

cromatograficos, que la liberacion de la forma completa de PENK in vitro en astrocitos de



rata neonatal con un peso molecular de 30 kDa, con escasa presencia de Met-encefalina,
ademas de un péptido de 1,5 kDa extracelularmente (Batter et al, 1991). En una linea
celular de neuroblastoma Lindberg y Shaw demuestran la liberacion de la PENK completa
fosoforilada de 32 kDa y un péptido de 3.6 kDa. (Lindberg y Shaw, 1992) y en adenomas
productores de ACTH, en donde se observé la presencia de PENK completa en el
citoplasma y en el nucleo (Vindrola et al, 1998).

A mediados de los ochentas, se comienza a relacionar la actividad de los péptidos derivados
del procesamiento de PENK con la diferenciacion celular. Estudios realizados en raton y
rata, por técnicas de hibridacion in situ de ARNm, demuestran la presencia de ARNm de
PENK en tejidos mesodérmicos no diferenciados, a diferencia de las células maduras, en
cartilago, hueso, dermis, tubulos renales, coroides y retina, piel y masculo (Keshet et al,
1989; Isayama et al, 1991; Polakiewicz y Rosen, 1990).

Por otra parte, los cambios en la velocidad de la proliferacion y diferenciacion de células
mesenquimaticas a fibroblastos estan en relacion con la disminucion de la expresion del
gen de PENK, esto durante el arresto del ciclo celular, a diferencia de los maximos niveles
de expresion de PENK antes de la transicion a las fases G1/S (Polakiewicz et al, 1992).
Ademas, existe evidencia de la participacion de PENK y sus péptidos derivados de alto
peso molecular en la proliferacion y/o diferenciacion celular. A partir de 1993, Saravia y
colaboradores, encuentran que en tejido indiferenciado del sistema hematopoyético de raton
la PENK es procesada a péptidos de alto y mediano peso molecular mientras que en tejido
maduro se realiza un procesamiento completo hacia péptidos de bajo peso molecular
(Saravia et al, 1993).

El uso de anticuerpos monoclonales y policlonales contra la porcién amino terminal
(sinencefalina) de la PENK inhiben la respuesta proliferativa de células mononucleares
humanas al ser activadas con fitohemaglutinina, sugiriendo que los productos derivados de
PENK que son liberados al espacio extracelular participan en la proliferacion en estas células
maduras (Padros et al,1995). De igual manera, los ratones deficientes del gen de PENK
(knockout) presentan una reduccion sustancial en la proliferacion de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ inducida por estimulos mitogénicos y antigénicos; y una disminucion importante de los
niveles de citocinas Th 2: IL-4 e IL-5 (Hook et al, 2003). Aunado a esto, Kamphuis et al, en

1998, reportan que, si se inhibe el procesamiento de PENK en linfocitos T de origen



humano, hay un aumento en la proliferacion de dichas células, lo cual no es reversible al

uso de met-encefalina exdgena (Kamphuis et al, 1998).

En base a las investigaciones mencionadas previamente, se ha concluido que el
procesamiento de PENK es especifico y depende del tipo celular en el que se lleve a
cabo. En el sistema nervioso y neuroendécrino, la PENK se procesa hacia péptidos de
bajo peso molecular, mientras que en tejidos y células no nerviosas el procesamiento
es incompleto. Los productos de alto peso molecular pueden tener acciones no
mediadas por los receptores opioides, ya que se ha encontrado a PENK completa
carente de actividad opioide (Padros et al, 1989; Vindrola et al, 1990).

3.1.4.  Proencefalina nuclear

En base a los reportes mencionados anteriormente, se sabe que PENK y sus péptidos
derivados participan en los procesos de control del crecimiento y la diferenciacion celular.
En estos trabajos se consider6 que PENK entraba a la via secretoria de las ceélulas,
produciendo y liberando productos proteicos derivados de su procesamiento que al ser
secretados pueden actuar como agentes activadores o inhibidores de la proliferacion celular.
Aunque se ha encontrado que los cultivos celulares de astrocitos de cerebro de rata neonatal
liberan PENK sin procesar (PENK intacta) al medio extracelular y también secretan las
enzimas que la procesan, lo cual sugiere que la ruptura proteolitica de PENK se realiza en
el medio extracelular originando productos peptidicos de bajo peso molecular (Vilijn et al,
1989).

En un trabajo tedrico donde se analiza la estructura de preprodinorfina y prePENK se indica
la posibilidad de que estos precursores sean proteinas que se pueden unir al ADN como
probables factores de transcripcion; sobre la base de que poseen regiones ricas en cisteina
las cuales son caracteristicas de los dominios dedos de zinc, ademas de presentar dominios
de hélice-alfa-hélice similares a las que tienen ciertos factores proteicos relacionados con la
transcripcion de genes (Bakalkin et al, 1991). Sin embargo, en esta década tras varios
andlisis informaticos de la secuencia de PENK completa se ha demostrado que esta carece

de una sefial de importacion nuclear clasica.



A pesar de esto, las evidencias experimentales de que PENK intacta puede seguir una via
nuclear, ademéas de la secretoria, en diversos tipos celulares comienza a partir de 1995,
cuando Bottger y Spruce demuestran su localizacion en nicleo de lineas embrionarias de
origen de humano (MRC-5) y raton (Swiss 3T3), asi como en mioblastos murinos (C2C12),
utilizando 15 anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes epitopes de la molécula.
Ellos observan que esta PENK intacta se localiza en diferentes compartimientos sub-
nucleares dependiendo de las sefiales extracelulares que controlan el crecimiento o la
diferenciacion. Por inmunofluorescencia y microscopia confocal, la inmunoreactividad se
presentd en forma de maculas y de punteado grueso en los cultivos en crecimiento
exponencial. Por el contrario, bajo condiciones de arresto del crecimiento o de induccidn de
la diferenciacion, el patron de inmunofluorescencia se observé en forma de punteado fino
en el 100% de las células. En base a estos resultados los autores proponen que PENK existe
como una proteina nuclear involucrada en el arresto del crecimiento y/o la diferenciacion

celular (Bottger y Spruce, 1995).

Como ya se menciono antes, se ha descrito que las diferencias en la traduccion de los productos
de PENK resultan a partir de distintos sitios de inicio transcripcional o por splicing alternativo
del RNA de la prePENK. (Weisinger 1995). En el trabajo mencionado de Spruce, cuando el
cDNA que codifica para PENK esta truncado, carente de la secuencia del péptido sefial, y fue
transfectado a células COS demuestran que la eliminacion del péptido sefial es suficiente para
que PENK se transporte al ntcleo y que su producto transcripcional es la proteina completa con
un peso molecular de 30 a 32 kDa. Se conoce que una poblacién de células de cerebro de rata
contiene un transcrito primario de PENK que le falta el exon Il que codifica para el péptido
sefial y parte de la molécula de synencefalina (Brooks et al, 1993).

En otro estudio también se observo la presencia de PENK en el citoplasma y en el nicleo
de adenomas productores de ACTH. En estos tumores la molécula precursora encontrada
en citoplasma se procesa a productos de alto, mediano y bajo peso molecular. Pero en la
fraccion nuclear se encuentra la molécula completa con pesos moleculares de 32-30 y 17
kDa. Dichas moléculas pudieron extraerse luego de digestion enzimatica con DNAsa I,

evidencia que demuestra que ambas estaban unidas a cromatina (Vindrola et al, 1998).



Mas adelante se encontrd que la deplecion de PENK por medio de la transfeccion de RNA
de interferencia conduce a una mayor viabilidad celular con aumento en los niveles de
transcripcion de genes antiapoptoticos, regulados por NF-kB, en respuesta a factores
inductores de apoptosis, como la irradiacion UV y la exposicion a perdxido de hidrogeno y
etopoxido, en células embrionarias de origen murino (Swiss 3T3) y humano (HEK293). Se
observo que la PENK nuclear se asocia fisicamente a p53 y RelA en respuesta a estos
inductores de apoptosis. Ademas, los autores reportan que la PENK nuclear se asocia en
forma constitutiva y mediante uniones de alta afinidad al complejo co-represor de histona
deacetilasa HDACL. En base a lo cual los investigadores proponen que la PENK nuclear
forma parte del complejo proteico co-represor conformado de HDACL, y que en respuesta a
un estimulo apoptético se asocia en forma transitoria con p53 y Rela(p65) promoviendo la
apoptosis al reprimir la transcripcion de genes antiapoptoticos (McTavish et al, 2007).

Ademas de esto, proteinas relacionadas con la PENK han sido descritas dentro del nucleo,
en el afio 2001, Seung Hyun Yoo y colaboradores demostraron la localizacion de
Cromogranina B en el nucleo, y su rol como un regulador de la expresion de algunas otras
proteinas. Por otra parte, a finales del afio 2016, Kononenko y colaboradores localizaron
dos transcriptos alternativos del mMRNA de Prodinorfina (PDYN), otra proteina precursora
de péptidos opioides, uno de los cuales es traducido a una variante de la PDYN carente de
13 aa perteneciente al péptido sefial, ademéas de una secuencia de localizacion nuclear la
cual dirige a la proteina al nacleo de neuronas del cuerpo estriado humano. Sin embargo, a
diferencia de la PENK completa, las proteinas mencionadas anteriormente contienen dentro
de su estructura motivos NLS para su importe al nucleo, por lo cual el mecanismo de

entrada al nucleo por parte de PENK sigue siendo una incdgnita por resolver.

En base a todas estas evidencias experimentales presentadas, se puede concluir que la
presencia de PENK intacta en el nucleo participa en otros procesos celulares, como el
arresto del crecimiento, respuesta a sefiales de diferenciacion y en la regulacion de la

apoptosis, ademas de ser una molécula precursora de péptidos opioides.



3.2. Antecedentes en el Laboratorio
Se ha demostrado que en las lineas de fibroblastos embrionarios de raton NIH 3T3 y de
neuroblastoma humano SK-N-MC, la PENK sintetizada de novo se libera intacta como un
doblete de 46-44 kDa, luego es internalizada y cortada para producir fragmentos de 46-44,
34 y 32 kDa en el citoplasma y en el nicleo (Vindrola O et al, 2005). Las moléculas de 46-
44 KkDa aparecen principalmente en el citoplasma de estas células y se solubilizan con
detergentes, mientras que las moléculas de 34 y 32 kDa son insolubles a los detergentes y
s6lo son extraibles luego del tratamiento con DNasa seguida de RNasa. El fraccionamiento
subcelular mostro claramente que las moléculas de 34 y 32 kDa se localizan en el nicleo
unidas a la cromatina y a la matriz nuclear dependiendo de las condiciones de activacion
celular; mientras que el doblete de 46-44 kDa permanecio en la fraccion citoplasmatica
(Rosete et al 2004; Vindrola et al, 2005).
Ademas, en cultivos sincronizados por deprivacion de suero en las células NIH 3T3, el
ARNmM de PENK no se expresa constitutivamente a lo largo del ciclo celular, sino que
presenta un incremento entre los primeros treinta minutos, llegando a un maximo a las 2
horas de reentrada al ciclo. También se ha observado una relocalizacion intranuclear que
puede contribuir a su unién a diferentes moléculas y a un nuevo papel fisioldgico.
Por estudios de inmunocitoquimica, se demostr6 que PENK intacta es una proteina
nucleolar que co-localiza con nucleolina, donde la inmunoreactividad decrecio después de 2
horas de la inhibicion de la RNA polimerasa I con bajas dosis de actinomicina D. Después
del reinicio del ciclo celular de las células NIH 3T3, se encontré que la PENK completa
migra desde el nucléolo hacia el nucleoplasma al inicio de la fase G1, y retorna al nucléolo
en la interfase de G1/S (Rosete et al 2004; Vindrola O et al, 2005).
Ademas, en las clonas transfectadas de manera estable con el cDNA del ex6n 111 de PENK (sin
la secuencia del péptido sefial) se incrementaron los niveles de PENK nuclear, con un aumento
en los niveles del ARNm vy de la proteina ciclina D1, potencidndose la proliferacion celular.
Este efecto fue observado fundamentalmente en cultivos sincronizados de fibroblastos
embrionarios, donde el ciclo celular se dispar6 en presencia de altas concentraciones de suero.
Simultaneamente, estas clonas presentaron un aumento en el tiempo necesario para alcanzar la
sincronizacion de los cultivos por deprivacion de SBF. Las clonas transfectadas con el cDNA

antisentido de PENK mostraron una marcada inhibicién



de la proliferacion celular y de la expresion de ciclina D1 (Rosete et al 2004; Vindrola O et
al, 2005; Rodriguez Linares, 2006).

Asimismo, en células de neuroblastoma humano SK-N-MC se encontr6 la PENK nuclear
asociada especificamente en el nucléolo (Padrés MR et al, 2003; Terdn L. 2003). La
inmunoelectrotransferencia empleando distintos anticuerpos que reconocen diferentes
epitopes de PENK permiti6 la deteccion de moléculas que se encuentran en el ndcleo (32-
34 kDa) y otras cuya localizacion es citoplasmatica ( 44-46 kDa). Estos resultados son
similares a los encontrados en fibroblastos de raton (Teran L, 2003). Por otra parte, en esta
misma linea celular, la transfeccién transitoria de diferentes ARN de interferencia dirigidos
contra el MRNA de PENK disminuyeron la proliferacién celular, asi como la expresion de
PENK (Flores A. 2011).

De estos estudios se concluye que la PENK sin procesar es una proteina nuclear
biologicamente activa que puede actuar en diferentes compartimientos subnucleares y que
participa, directa o indirectamente por unién a otras proteinas, aumentando la proliferacion

celular.

3.3. RNAs de interferencia

Los RNAs de interferencia (RNAI) son RNAs cortos (20-30 nucle6tidos) de una sola cadena,
encontrados fuera de la region codificante de los cuales reconocen selectivamente y se unen a
RNAm especificos a través del apareamiento de bases, y una vez unidos pueden inhibir el
proceso de traduccion del RNAm e inclusive catalizar su destruccion. Ademas, si el RNAmM esta
en proceso de transcripcion puede unirse y dirigir la formacién de cromatinas represivas
ancladas a la cadena de DNA molde. Existen tres tipos de RNAi, microRNAs (RNAmi), RNAs
pequefios de interferencia (RNAsi) y RNAs de interaccion con piwi (RNApi).

Més de mil diferentes RNAmi son producidas por el genoma humano y parecen regular al
menos un tercio de todos los genes codificantes de proteinas, los RNAmi son sintetizados por la
RNA polimerasa Il, capuchados, poli-adenilados, reciben después un procesamiento especial
por la enzima Dicer para formar con un conjunto de proteinas un complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), el cual busca secuencias complementarias al RNAmi presente en el
complejo, esto facilitado por una proteina argonauta presente dentro del mismo, la cual

mantiene el RNAmI en una posicion 6ptima para el aparcamiento de bases.



Una vez ocurrido el apareamiento de bases con un RNAmM que presente la secuencia
complementaria, si este es extensivo el RNAm sera cortado por la proteina argonauta,
removiendo la cola de poli-A y exponiéndolo a las exonucleasas. Luego del corte el complejo
RISC libera el RNAm y va en busca de secuencias complementarias adicionales. Por otra parte,
si el apareamiento de bases no es extensivo la proteina argonauta no realiza el corte, sin
embargo, se queda asociado al RNAm reprimiendo su traduccion, enviadndolo a los cuerpos-P
donde lejos de los ribosomas sera degradado. (Alberts et al 2015, Morris 2005)

Por otra parte, la presencia de RNA bicatenario desencadena iRNAs esto atrayendo a un
complejo proteico el cual contiene a Dicer, la misma nucleasa encargada de procesar a los
RNAmi, generando pequefios fragmentos de una sola cadena, conocidos como RNAsi, los
cuales se asocian con la proteina argonauta y otras mas del complejo RISC, inhibiendo asi
los RNAms con secuencias complementarias por los mecanismos anteriormente descritos.
Ademas, algunos de estos RNAsi tienen la capacidad de apagar especificamente la sintesis
de sus RNAm blanco, donde los RNAsi junto con la proteina argonauta y algunas otras se
unen para formar el complejo de silenciamiento transcripcional inducido por RNA (RITS).
Este complejo se une por apareamientos de bases a los transcritos de RNA emergentes de la
RNA Pol Il y recluta a otras proteinas cercanas para que modifique covalentemente las
histonas para formar la heterocromatina y prevenir futuros trascritos. (Alberts et al 2015,
Morris 2005)

Finalmente, los RNApi, realizan funciones similares a los anteriormente descritos, sin
embargo, difieren en tamafo, ya que son ligeramente mas largos, ademas de que la enzima
Dicer no esta presente en su sintesis y se asocian con otra clase de proteina relacionada con

las proteinas argonautas, conocida como Piwi. (Alberts et al 2015)
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3.4. Caracteristicas de las lineas celulares

3.4.1. MDA-MB-231
La linea celular fue obtenida de una sola muestra de una efusién pleural el 17 de octubre de
1973 de una mujer blanca de 51 afios. Fue establecida como una linea celular pura endotelial,
con un rapido crecimiento gracias a su regulacién autdcrina con factores de crecimiento,
ademas de su respuesta a hormonas. Las células mantienen una forma granular y de igual
manera constituyen una red flexible de células cortas, con forma de huso o redondas, e
inclusive se apilan para formar cimulos de células redondas en condiciones de confluencia.
Esta linea celular esta cerca de tener un nimero de cromosomas triploides, oscilando en una
presencia de entre 55 y 60 cromosomas. (Cailleau et al 1974; Martinez et al, 1999)

3.4.2. MCF-7
La linea celular fue obtenida de una sola muestra de una efusion pleural en agosto de 1970
de una mujer Caucésica de 69 afios, Con sangre tipo 0 y RH positivo. Fue establecida como
la primera linea celular de mama capaz de vivir mas all4 de unos cuantos meses. Es una
linea endotelial, con un rapido crecimiento, las células mantienen morfologia poligonal e
inclusive pueden formar domos ante el estimulo hormonal. Su cariotipo contiene entre 88 y
85 cromosomas y corresponde al patrdn tipico para los cultivos humanos. (Soule et al1973;

Levenson y Craig, 1997).



4. Planteamiento del Problema

La PENK es reconocida principalmente por ser una prohormona, de manera que se ha
estudiado ampliamente su procesamiento proteolitico, asi como las funciones de sus
productos peptidicos. Sin embargo, han sido pocas las implicaciones con las que se ha
encontrado relacionada la molécula de PENK completa sin un procesamiento proteolitico.

Investigaciones realizadas por Bottger y Spruce (1995) y Vindrola y colaboradores (1998)
han demostrado que PENK esta presente dentro del espacio nuclear con una demostracion
clara de que estaba relacionada con el ciclo celular. Esta molécula es capaz de unirse a la
cromatina y a la matriz nuclear, ademas de co-localizar con nucleolina. Es una proteina
biolégicamente activa que puede actuar en diferentes compartimentos subnucleares ante
sefiales mitogénicas, de arresto del crecimiento y de diferenciacion (Bottger y Spruce,
1995; Vindrola et al, 1998; Rosete et al 2004; Teran L. 2003; Vindrola O et al, 2005;
Rodriguez-Linares, 2006; McTavish et al, 2007).

Sin embargo, este mecanismo solo ha podido constatarse en ciertas lineas celulares, por lo
cual se requiere de un estudio mas amplio para determinar si la presencia de PENK nuclear
y su efecto en la proliferacion celular ocurre de igual manera en todos los tipos celulares o

si existen cambios significativos de una linea celular a otra.

Hasta el presente desconocemos si PENK esta presente dentro de los nlcleos de las células
MDA-MB-231 y MCF-7, las cuales presentan diferente potencial invasivo. Y por otra parte no
sabemos si existe una alteracion en el perfil de proliferacion de las lineas celulares MDA-MB-

231 y MCF-7 al transfectarlas con un RNA de interferencia dirigido contra la PENK.



5. Hipotesis
La presencia de PENK nuclear influye en los perfiles de proliferacion celular en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

6. Objetivos

6.1. Objetivo General

. Determinar la presencia de PENK nuclear en lineas celulares cancerigenas
MCF-7 y MDA-MB-231, para establecer si existe una relacion entre la disminucion en
los niveles de expresion de PENK vy su perfil de proliferacion. Ademas, analizar la

estructura de PENK para comprobar si existen elementos que la guien hacia el ntcleo.

6.2. Objetivos Especificos

. Analizar la expresion de PENK en las células de las lineas celulares MCF-7
y MDA-MB-231.
. Analizar la expresion de PENK en nucleos aislados de las lineas celulares

MCF-7 y MDA-MB-231.

. Realizar transfecciones transitorias con un ARN de interferencia en las
células MCF-7 y MDA-MB-231 asi como verificar los patrones de expresion de
PENK en los nucleos aislados provenientes de las células transfectadas.

. Determinar la proliferacion celular de las lineas MCF-7 y MDA-MB-231
luego de la transfeccion transitoria con el ARN de interferencia para PENK.

. Analizar la estructura de PENK mediante herramientas informaticas para
comprobar si existen elementos que la guien hacia el nacleo.



7. Material y Métodos

7.1. Técnicas y procedimientos

7.1.1.  Cultivo de las lineas celulares

Las células utilizadas MCF-7 y MDA-MB-231 se tomaron de un vial mantenido en
criopreservacion, sometidas a una descongelacion réapida a 37°C y resuspendidas en su
medio de propagacion correspondiente. Luego de lo cual fueron centrifugadas durante 10

minutos para remover los restos del criopreservador asi como de posibles células muertas.

El pellet obtenido fue resuspendido en el medio de cultivo y las células se cultivaron en un
frasco T25 en incubador hiimedo con 5% de CO2z y a 37°C. Una vez que éstas alcanzaron
una confluencia del 90 %. Se realiz6 el subcultivo por tripsinizacion. Y las células fueron
resembradas en frascos T75 o placas de 96 pozos, segun el experimento a realizar

posteriormente.
7.1.1.1. Medios de cultivo

Para las células MCF-7 se utilizé el medio MEM suplementado con 10% de SBF, 2 mM de

glutamina, 10 mg/ml de insulina sérica bovina y antibioticos 1X (InVitrogen).

Para las células MDA-MB-231 se uso el medio Advanced DMEM suplementado con 3%
de SBF, 2 mM de glutamina y antibiéticos 1X (InVitrogen).

7.1.2.  Obtencidn de extractos celulares
Las células se cultivaron en frascos T75 hasta alcanzar una confluencia del 80%, luego se
retird el medio sobrenadante y se lavaron tres veces con buffer de fosfatos salinos PBS 1X
(pH 7.4, NaCl 171 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2POa4 1.83mM, KCI 3.35 mM) con CaClz a
una concentracion de 2mM. Posteriormente se agregd buffer Laemmli 2x sin azul de
bromofenol a las células adheridas y se lisaron con ayuda de un levantador de células,
incubando durante cinco minutos dentro de un contenedor con hielo. Se colecto las celulas
lisadas en tubos eppendorf de 1.5ml y se procedid a homogenizar las preparaciones en
forma mecanica con la ayuda de agujas de diferente calibre. Posteriormente, los
homogenatos al igual que los extractos de nucleos aislados fueron sometidos a la extraccion

de proteinas (como se indica en el apartado 7.1.4).



7.1.3.  Aislamiento de nucleos
El fraccionamiento celular para obtener los componentes subcelulares ha sido un gran avance

en la biologia celular, permitiendo estudiar las estructuras y la funcién de los organelos y
compartimentos subcelulares, asi como el procesamiento y trafico de componentes moleculares,
etc. El objeto principal del fraccionamiento subcelular es obtener organelos y macromoléculas
en un estado funcional en el que se retenga la mayoria de sus propiedades bioquimicas. La

obtencidn del nucleo se realiza aplicando fuerza mecanica.

Para la separacion de nicleos se crecieron las células en frascos T75 hasta 80% de
confluencia y una vez en este punto se retird el sobrenadante, se despegaron las células con
solucion PBS 1x EDTA 2mM o Tripsina-EDTA, incubando entre 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente apoyandose del uso de un levantador de células. Posteriormente las
células se centrifugaron por 10 minutos a 1,200 rpm. Se desechd el sobrenadante, y el pellet
se resuspendio en PBS 1X, lavando dos veces con esta solucidn, centrifugando nuevamente

por 10 min a 1,200 rpm. La pastilla se resuspendi6 en buffer de nucleos con inhibidores.

Se utiliz6 un homogenizador Dounce para homogeneizar bien la suspension celular hasta
obtener nucleos perfectamente definidos, y se centrifugaron a 1,500 rpm a 4°C. El pellet se
resuspendio en buffer de lisis con inhibidores, dejando incubar por 30 min a temperatura
ambiente, y una vez finalizada la incubacion se aplicd la suspension sobre un gradiente de
sucrosa Yy se centrifugd durante 10 min a 1,600 rpm a 4°C. Se recolecto todo el colchdn de
sucrosa y el sobrenadante, en caso de ser necesario, para un posterior analisis de la fraccién
postnuclear. La pastilla se lavd dos veces con PBS 1x centrifugando a 1,200 rpm durante 10
min a 4°C y luego con buffer de nacleos con inhibidores centrifugando 10 min a 1,200 rpm
a 4°C. Se secd y almaceno la pastilla a -20°C para su posterior preparacion para Western
Blot.

7.1.4. Extraccion de Proteinas celulares con Buffer Laemmli 2x
La extraccion de proteinas tiene como objetivo liberar el maximo nimero de proteinas de

interés evitando la degradacién de estas o alteraciones secundarias para poder estudiarlas a
mayor detalle, en este caso combinado junto con el fraccionamiento celular para obtener

solo las proteinas nucleares para su estudio por medio de Western Blot.



Las pastillas de nicleos obtenidas por fraccionamiento nuclear son resuspendidas en buffer
Laemmli 2x sin azul de bromofenol y homogeneizadas, luego fueron transvasadas a un tubo
eppendorf y hervidas a bafio maria por 5 min, para después homogenizar la muestra con
ayuda de una aguja 20G de manera mecénica. Finalmente, los homogenatos fueron
centrifugados a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se separa el sobrenadante del pellet y

ambos se almacenan a -20°C.

7.1.5.  Western Blot
El western blot es la metodologia utilizada en este trabajo de Tesis para el analisis de las

proteinas de los extractos nucleares provenientes de las células MCF-7 y MDA-MB-231.
Se siguieron los pasos utilizados anteriormente por Vindrola y colaboradores en 1998. El
Western blot es una técnica analitica usada para identificar proteinas especificas en una
mezcla compleja de proteinas, por medio de tres etapas: separacion por tamafio y aplicacion

de campo eléctrico, transferencia a un soporte sélido y, visualizacion.

Para la separacion se utilizaron geles de poliacrilamida, los cuales fueron polimerizados en
dos partes, primero un gel de corrida con concentraciones determinadas por el peso de la
proteina de interés para la parte del gel de corrida, poliacrilamida al 12% para proteinas de
20 a 60 KDa de peso molecular y poliacrilamida al 8.8% para proteinas de 30 a 100 KDa de
peso molecular, y posteriormente sobre éste un gel de apilamiento de poliacrilamida al 4%,

dentro de soportes especializados.

Las muestras se prepararon para su inclusion dentro de los geles en buffer Laemmli y azul
de bromofenol, ademas de la preparacion aparte del estandar de peso molecular. Las
muestras y el marcador de peso molecular son sembradas dentro de los pozos del gel de
empaquetamiento. La electroforesis se corre a un voltaje constante de 100 voltios (V)

durante el tiempo necesario, aproximadamente dos horas.
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Figura 5 Representacion del Marcador de peso molecular Full Range en condiciones estdndar

Posterior a esto comienza la etapa de transferencia a un soporte sélido, donde los geles son
retirados de los soportes de la electroforesis y llevados a los soportes para la transferencia
mediante un arreglo realizado junto con papel filtro y esponjas ademas de membranas de
nitrocelulosa con un poro de 0.45um de diametro, en el que quedaron ancladas las
proteinas. Una vez armados y colocados los soportes en un camara de transferencia se
aplica una corriente constante de 190 amperios (A) y un voltaje de 140 V durante 90

minutos dentro de una solucion de Tris-HCL 25mM, glicina 102 mM y metanol al 20%.

Finalmente, las membranas son retiradas de los soportes de trasferencia y bloqueadas durante 1
hora con buffer TBS, Tween al 0.1%, en agitacion constante y a temperatura ambiente. Luego,
se incubaron con los primeros anticuerpos diluidos en la misma solucién de bloqueo durante
toda la noche por al menos 16 horas, con agitacion constante y a 4 °C. Terminada la incubacion
del anticuerpo primario, se realizaron cuatro lavados de 10 minutos cada uno, con buffer TBS y
Tween al 0.1%. Luego de esto, se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el
segundo anticuerpo diluido en la solucién de blogqueo, para que, seguido de este paso, se lleven

a cabo otros cuatro lavados. Finalmente, las membranas de nitrocelulosa



se expusieron al reactivo de color para fosfatasa alcalina. Los lavados, la incubacion con el
segundo anticuerpo y el revelado se efectuaron con agitacion constante y a temperatura
ambiente. Para determinar el peso molecular de las proteinas se usaron marcadores de peso

molecular de rango completo (Amersham, USA).

Primer Anticuerpo

‘ Nombre ‘Dilucién

Anti Actina (Santa Cruz Biotechnology) 1:200
Hepta Swartz (Donado por Dr Swartz) 1:500
DAMS B7 (Producido por el Dr Vindrola) | 1:1,000

‘ Segundo anticuerpo ‘ |

Fab’2 de chivo contra las cadenas pesadas y | 1:10,000
livianas de IgG de conejo (Jackson

Research Laboratories)

Tabla 1 Anticuerpos Utilizados para Western Blot

7.1.6.  Transfecciones transitorias con ARN de interferencia
Se empled el vector plasmidico pGFP-V-RS de OriGene que contiene las repeticiones

terminales largas (LTRs) 5’ y 3’ del virus de leucemia moloney murina flanqueando al
promotor humano U6 (promotor de genes de ARN nucleares pequefios) y al promotor
temprano SV40 que comanda el gen de puromicin-N-acetil transferasa, mismo que provee
resistencia al antibidtico puromicina; después del LTR 3’ se encuentra el promotor del
citomegalovirus (CMV) junto con el gen tGFP que expresa la proteina tGFP
constitutivamente en células de mamifero, y por ultimo el casete de resistencia a
kanamicina como marcador de seleccidn bacteriano (Figura 3).

Se empled un inserto de ADNc que codifica para un ARNi especifico contra PENK (ARNi 2),
el cuales ya se conoce en el Laboratorio por ser el més eficiente para inhibir la expresion de
PENK. La secuencia de este casete de expresion shRNA (short hairpin RNA) fue construida
empleando oligonucle6tidos sintéticos, clonados en los sitios de restriccion BamHI/Hind 111 del
vector pGFP-V-RS. EIl inserto contiene una secuencia especifica de 29nt situada
inmediatamente corriente abajo del promotor U6 en orientacion positiva, un asa de 7nt y la
secuencia complementaria de 29nt seguida de una secuencia de terminacién TTTTTT; a fin de

que al ser transcrito adopte una forma de tallo y asa para ser reconocido y



procesado por la maquinaria celular que origina los ARN de interferencia maduros
enddgenos.

Promotor U6 — GATCG — 29nt sentido — TCAAGAG — 29nt antisentido —
TTTTTT — GAAGCT; Secuencias del ARNi 2:
CACCAGGATGGCAGTGATAATGAGGAAGA

Figura 6 Estructura del inserto utilizado para las trasfecciones
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Figura 7 Mapa del vector pGFP-V-RS. (Modificado de OriGene).

Se transfectd dicho plasmido mas el control por duplicado a las células. El control es
simplemente el vector plasmidico original (C1l) sin inserto; se trabajo con una

concentracion de los plasmidos correspondiente al volumen de células a transfectar.
En placas de 6 pozos de 35 mm se sembraron 6x10° células/pozo, se agregaron 1.5 ml de

Optimem (GIBCO) + 50 ul del lipoplex (mezcla del plasmido ya sea 4 ug y 10 pg de
lipofectamina (InVitrogen)). Se incubaron las placas durante 5 horas, posteriormente se
agregaron 1.5 ml de medio con 20% de suero a cada pozo; al dia siguiente se le cambi6 el
medio sobrenadante por 3 ml de medio de cultivo fresco (con 10% de SBF) y se incubaron a



37°C en incubador himedo gaseado con 5% de CO2 por 48 horas mas, es decir, por un
tiempo total de 72 horas post-transfeccion. Mismo procedimiento fue realizado para los
frascos T75, simplemente cambiando las concentraciones de plasmido y lipofectamina

dependiendo del volumen celular en el cual se encontraban al momento de la transfeccion.

7.1.7.  Ensayo de proliferacion celular de MTT
El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico para evaluar la actividad celular metabolica por

medio de enzimas oxidoreductoras celulares dependientes de NAD(P)H presentes en las
mitocondrias celulares, que en ciertas condiciones pueden reflejar el namero de células
viables presentes. El colorante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5 bromuro de difenilitetrazolio
(MTT) es reducido por las deshidrogenasas mitocondriales de células viables a formazan.
La tincién de tetrazolio puede ser usada para medir la citotoxicidad, proliferacion y
actividad celular de diferentes moléculas. El ensayo MTT generalmente debe ser realizado

en la oscuridad pues el reactivo es fotosensible.

Para este estudio se utilizaron células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el ARN
de interferencia o sin transfectar. A cada pozo de una placa de 96 pocillos se agregaron 5 x
10* células/pocillo y se dejaron 24 hrs en el incubador humedo a 37°C y 5% de CO2. Al

dia siguiente, se agregaron 10 ul de una solucion de 2 mg/ml de MTT en medio HEPES. A
continuacion, las placas se incubaron durante 4 horas con 5% CO:zy a 37 °C, para después
centrifugar a 1,200 rpm durante 5 minutos y a 20 °C.

Una vez que se ha cumplido este proceso se retird el medio e inmediatamente se afiadieron
200 ul de DMSO, a cada pozo, se resuspendid hasta notar que los sedimentos se
disgregaran, y en este paso los pozos cambian a color morado. Finalmente, se agregaron 25
ul del buffer glicina Sorensen (0.1 M glycine, 0.1 M NaCl, pH 10.5) por pozo antes de
realizar la lectura espectrofotométrica. La lectura de cada placa se realiz6 en el lector de
microplaca BIO-RAD modelo 550 a A=570 nm.



7.2. Analisis Informatico
La secuencia de PENK fue obtenida de UniProt en formato Fasta y comparada con la
reportada por Noda y colaboradores en 1982. Posterior a esto las secuencias fueron analizadas
con cinco herramientas informaticas. SignalP 4.1 evalua la secuencia de aminoacidos en busca
de Péptidos sefiales que dirijan el destino de la proteina (Petersen et al 2011). TargetP 1.1 se
asocia con SignalP, y busca determinar por medio de una evaluacién de la secuencia de
aminoacidos el destino final de la proteina (Emanuelsson et al 2000). PSORT Il es una
herramienta conformada por diversos subprogramas, entre ellos varios clasificadores de
motivos que dirijan el destino de la proteina, como NLSs o péptido sefial, tanto mitocondriales
como de la via secretoria. Ademas, se utilizaron herramientas que evaltan la presencia de la
proteina en los diversos compartimentos celulares o en el ndcleo especificamente por los
métodos de k- Nearts y el método de Reinhardt's para la discriminacion
Citoplasmatica/Nuclear. cNLS Mapper evalUa especificamente las secuencias de aminoacidos
buscando NLS con la posibilidad de calibrar la herramienta en una escala de 10 etapas, siendo
10 para proteinas exclusivas del nicleo y 1 proteinas exclusivas del citoplasma (también
secretadas) (Kosugi et al 2009a, Kosugi et al 2009b, Kosugi et al 2008). PredictProtein es una
herramienta también conformada por diversos subprogramas, los cuales son capaces de
determinar la conformacion secundaria de la secuencia de una proteina introducida ademas de
otros motivos que puedan alterar ésta (Rost y Liu 2003). Estas herramientas fueron utilizadas
para el andlisis exhaustivo de PENK para intentar explicar su localizacion esperada por los

motivos presentes en su estructura.
7.3. Analisis de Datos

Se realiz6 un analisis de la distribucion subcelular de la proteina de interés y se comparo la
densidad de las bandas en la membrana del Western blot en las dos lineas celulares con la
correspondiente presencia de beta-actina (para los extractos celulares) o entre los extractos
de nucleos aislados con o sin la presencia del RNAI2 (para los nucleos), mediante el
programa Image J obteniendo los resultados en unidades de densidad Optica. Para medir la
proliferacién celular posterior a la transfeccion de los RNA de interferencia se obtuvieron
las unidades de densidad Optica (DO) y se compararon los resultados obtenidos vs los
controles sin transfectar. Las pruebas estadisticas aplicadas fueron t de Student y ANOVA

para muestras independientes.



8. Resultados

8.1. Cultivos celulares
Se realizd el cultivo de dos lineas celulares de cancer de mama, una de alta y otra de baja
invasividad, las cuales fueron: MDA-MB-231 y MCF-7, respectivamente. Los cuidados y
la morfologia del cultivo dependen del procedimiento a realizarse. Para extractos celulares,
MTT vy aislamiento de nucleos sin transfectar los cultivos fueron verificados cada 24 horas,

revisando el color del medio, el nimero de células adheridas y su morfologia.

Las células de la linea celular MDA-MB-231 se cultivaron hasta una confluencia del 90%,
las células formaban clusters o colonias de células de tipo epitelial granuladas con forma de
huso en una monocapa. (Figura 8) La linea celular MCF-7 de la misma manera se cultivd
hasta una confluencia del 90%, las células igualmente formaban rosetas de células de tipo

epitelial con morfologia poligonal en una monocapa. (Figura 9)

Figura 8. Morfologia de un cultivo de células MDA-MB-231 a una confluencia del 50%



Figura 9. Morfologia de un cultivo de células MCF-7 a una confluencia del 90%

8.2. Expresion de PENK en células Cancerigenas
El Western blot es una importante técnica usada en la biologia celular y molecular para
identificar proteinas especificas en una mezcla compleja de proteinas extraidas de las
células. La técnica comprende tres etapas para su realizacién: la separacion, la transferencia
a un soporte sélido y el marcaje de la proteina a través del uso de anticuerpos para poder

visualizarla

Las muestras fueron obtenidas de los cultivos celulares realizados previamente de las lineas
MCF-7 y MDA-MB-231, estas fueron cosechadas y sus proteinas totales fueron obtenidas a
través del método de Laemmli, posteriormente se llevé a cabo una cuantificacion de
proteinas de los extractos para su utilizacion. Para ambas lineas celulares se llevaron a cabo
experimentos de western blot por duplicado; y la deteccién de actina para su uso como
control de la expresion de proteinas por su caracteristica de gen constitutivo, y para la

proteina PENK en los extractos celulares.



8.2.1. PENK en células MCF-7
En las células pertenecientes a la linea celular MCF-7 se detecto la presencia de PENK en
dobletes de bandas con pesos moleculares de 32-34 y 44-46 kDa como se muestra en la
Figura 10A mediante el uso del anticuerpo DAMS, el cual reconoce la porcién amino-
terminal de la molécula completa. El andlisis densitométrico demuestra que no hay
diferencias significativas en la cantidad de PENK entre las concentraciones sembradas y

normalizadas frente a actina.
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Figura 10 Expresion de PENK en células de la linea MCF-7. Deteccion de la proteina PENK mediante
Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo DAMS5 y posteriormente revelado (A). Deteccion de
Actina como control mediante Western Blot Inmunomarcado con el anticuerpo Anti-Actina y
posteriormente revelado (B). Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular de 32-34 kDa en
las condiciones sembradas tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (C). Comparacion
de la cantidad de PENK de peso molecular de 44-46 kDa en las condiciones sembradas tras el andlisis
densitométrico normalizadas contra actina (D).



Posteriormente se realizd un western blot de los mismos extractos celulares, pero
inmurevelando con el anticuerpo Hepta-Swartz, el cual esta dirigido contra la porcion
carboxilo-terminal de la molécula completa de PENK. Como se observa en la Figura 11A,
aparecen dos dobletes de bandas: uno de 44-46 kDa y otro de 32-34 kDa pertenecientes a
PENK. EI andlisis densitométrico demuestra que no hay diferencias significativas en la
cantidad de PENK entre las concentraciones sembradas y normalizadas frente a actina.
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Figura 11 Expresion de PENK en células de la linea MCF-7. Deteccion de la proteina PENK mediante
Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo Hepta Swartz y posteriormente revelado (A).
Deteccion de Actina como control mediante Western Blot Inmunomarcado con el anticuerpo Anti-Actina
y posteriormente revelado (B). Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular 32-34 kDA en
las condiciones sembradas tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (C). Comparacion
de la cantidad de PENK de peso molecular de 44-46 kDa en las condiciones sembradas tras el andlisis
densitométrico normalizadas contra actina (D).



8.2.2. PENK en células MDA-MB-231
En las células pertenecientes a la linea MDA-MB-231 de la misma manera se detecto la
presencia de PENK en dobletes de bandas con pesos moleculares de 32-34 y 44-46 kDa
mediante el uso de los Anticuerpos DAMS5 y Hepta (Figuras 12A y Figura 13A,
respectivamente). Tras un analisis densitométrico no se detectaron diferencias significativas
en la cantidad de PENK entre las concentraciones sembradas (Figuras 12C y D y Figura
13C y D, respectivamente).
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Figura 12 Expresion de PENK en células de la linea MDA-MB-231. Deteccion de la proteina PENK
mediante Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo DAMS5 y posteriormente revelado (A).
Deteccion de Actina como control mediante Western Blot Inmuno marcado con el anticuerpo Anti-
Actina y posteriormente revelado (B). Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular de 32-34
kDa en las condiciones sembradas tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (C).
Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular de 44-46 kDa en las condiciones sembradas
tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (D).
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Figura 13 Expresion de PENK en células de la linea MDA-MB-231. Deteccion de la proteina PENK
mediante Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo Hepta Swartz y posteriormente revelado (A).
Deteccion de Actina como control mediante Western Blot Inmuno marcado con el anticuerpo Anti-
Actina y posteriormente revelado (B). Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular de 32-34
kDa en las condiciones sembradas tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (C).
Comparacion de la cantidad de PENK de peso molecular de 44-46 kDa en las condiciones sembradas
tras el andlisis densitométrico normalizadas contra actina (D).

8.3. Aislamientos de nucleos
El fraccionamiento celular como ya ha sido mencionado antes en el apartado de
metodologia resulta de gran apoyo para el estudio de moléculas en un compartimiento
especifico, en este caso el nicleo. Para poder obtener resultados de manera fidedigna
primero se realizd el aprendizaje de la técnica, hasta obtener nlcleos viables para los

protocolos experimentales siguientes.

Para validar el uso de la fraccion nuclear primero se verificaba su morfologia mediante
visualizacion en un microscopio de contraste de fases. En dicha preparacién los nucleos
obtenidos debian ser completamente redondos, con el centro opaco y los bordes refractantes
sin protuberancias en la membrana nuclear. Ademas, tras el Gltimo proceso de separacion a

través del gradiente de sucrosa, el medio en el cual se encontraban contenidos no debia



presentar restos celulares. La fraccion de nucleos que no cumpliera con estas caracteristicas
0 que presentara roturas de la envoltura nuclear fue descartada. En la Figura 14 se muestra

una representacion de los nucleos viables luego del fraccionamiento subcelular.

Figura 14. Morfologia de ntcleos viables post-fraccionamiento subcelular

8.4. Expresion de PENK en nucleos aislados de células cancerigenas
Tras la comprobacion de la presencia de PENK en los lisados celulares, los cuales
contenian las proteinas presentes en la célula como organismo, decidimos aislar los nucleos
celulares y extraer las proteinas totales presentes en este mismo para comprobar la
presencia de PENK dentro del nucleo especificamente. Ademas, se utilizd solo del
anticuerpo Hepta Schwartz por su deteccion eficiente y revelado mas limpio. No se
utilizaron como control de estas muestras las correspondientes expresiones de la actina, ya
que, si bien se ha demostrado la presencia de actina en el nucleo, ésta presenta diferentes
conformaciones que no son reconocidas por nuestro anticuerpo, el cual no nos permitio

detectar esta proteina dentro del nacleo (Pederson y Aebi, 2003, Bettinger et al, 2004).



8.4.1. PENK en nucleos MCF-7
En los ndcleos sin transfectar pertenecientes a la linea MCF-7 se detectd la presencia de
PENK en el doblete de bandas con peso molecular de 32-34 kDa mediante el uso del
Anticuerpo Hepta Swartz. Sin embargo, para los ndcleos transfectados con el SIRNA2 no se
detecta la presencia de PENK (Figura 15A, comparando carril 2 vs 3), lo cual es atribuible
a la alta eficiencia del sSiRNAZ2 para silenciar la expresion de PENK a diferentes niveles por
lo cual PENK sale del rango de deteccién de la técnica de Western Blot.

Posteriormente se realizd un analisis densitométrico de las bandas y esto fue luego
sometido a un examen estadistico para validar los resultados mediante de pruebas de t de
Student a los valores obtenidos por el andlisis densitométrico entre los nucleos sin
transfectar y los transfectados con el siRNA2. La comparativa entre los nucleos sin
transfectar y transfectados muestra una diferencia significativa (p< 0.001), lo cual valida la

eficiencia del sSiRNA2 utilizado. (Figura 15B).
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Figura 15 Expresion de PENK en nucleos de la linea MCF-7. Deteccion de la proteina PENK mediante
Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo Hepta Swartz y posteriormente revelado (A).
Comparacion entre la cantidad relativa de PENK de peso molecular de 32-34 kDa en las condiciones
sembradas tras el andlisis densitométrico (B).



8.4.2. PENK en nucleos MDA-MB-231
En los nucleos sin transfectar pertenecientes a la linea nicleos MDA-MB-231, al igual que
con MCF-7, se detecté la presencia de PENK como el doblete de bandas con peso
molecular de 32-34 kDa mediante el uso del Anticuerpo Hepta Swartz. (Figura 16A;

comparando carriles 2 vs 3).

Posteriormente se realizé un analisis densitométrico de las bandas y esto fue luego sometido
a un examen estadistico para validar los resultados mediante la prueba de t de Student a los
valores obtenidos por el analisis densitométrico entre los nucleos sin transfectar y los
transfectados con el sSiRNA2. A pesar de la deteccién de PENK en los nucleos transfectados de
las células, la reduccion de la expresion de nuestra proteina de interés es muy significativa,
alcanzando una disminucién del 99%. Esto nuevamente comprueba la eficiencia del sSiRNA2
utilizado. La comparativa entre los nucleos sin transfectar y transfectados muestra una

diferencia significativa (p< 0.001 validando estadisticamente los resultados. (Figura 16B).
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Figura 16 Expresion de PENK en los nucleos aislados de la linea MDA-MB-231. Deteccion de la proteina
PENK mediante Western Blot, inmunomarcado con el anticuerpo Hepta Swartz y posteriormente revelado

(A). Comparacion entre la cantidad relativa de PENK con peso molecular de 32-34 kDa en las
condiciones sembradas tras el andlisis densitométrico (B).



8.5. Ensayo de la proliferacion celular por MTT

El proposito de la realizacion del ensayo de MTT es determinar si existe una relacion entre
PENK nuclear y la proliferacion celular, esto por medio del siRNA2 para silenciar la
expresion de PENK especificamente. Tras la realizacion de las pruebas de Western Blot se
determind la alta eficiencia del siRNA 2 para el silenciamiento de PENK, por lo cual fue
utilizado para la transfeccion de las lineas celulares cancerigenas trabajadas en este
proyecto. Se realizaron dos experimentos, el primero para MCF-7 y posteriormente para
MDA-MB-231, ambos elaborados por sextuplicado en experimentos independientes y
representativos, los datos obtenidos fueron procesados y analizados.

Para la linea celular MCF-7 se puede observar una disminucion en la proliferacion tras la
transfeccion con el plasmido que codifica para el RNAIi 2, el cual es especifico para
proencefalina, donde se demuestra una disminucion de la capacidad proliferativa de un
45% comparado con las condiciones nativa (sin transfectar) y transfectadas con el plasmido

vacio (Figura 17).
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Figura 17 Resultados de la medicion de la proliferacion celular. Las barras representan el promedio +
la desviacion estdndar de cultivos realizados por sextuplicado. Para obtener las densidades dpticas se
leyeron las placas por espectrofotometria a A=570 nm para las células MCF-7 en las 3 condiciones
experimentales



Mientras que para las células MDA-MB-231, la presencia del RNAIi2 indujo una
disminucion en la proliferacion del 59%, con respecto a las condiciones controles:

condicion nativa y con el plasmido vacio (Figura 18).
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Figura 18 Resultados de la medicion de la proliferacion celular. Las barras representan el promedio +
la desviacion estdndar de cultivos realizados por sextuplicado. Para obtener las densidades opticas se
leyeron las placas por espectrofotometria a A=570 nm para las células MDA-MB-231 en las 3
condiciones experimentales.

En ambos casos (Figura 17 y 18) y para las condiciones mencionadas anteriormente, los
cambios observados demuestran tras un analisis de Varianza (ANOVA) que son altamente
significativos en ambos experimentos, tanto para MCF-7 con una p< 0.0001, asi como para
MDA-MB-231 con una p< 0.0001.

De forma interesante, a pesar de que la proteina PENK no se encuentra presente en las
células cancerigenas tras la transfeccién con el siRNA 2, el cual demostr6 ser altamente
eficiente al inhibir la expresion de la proteina en los experimentos de western blot, las
células no pierden completamente su capacidad proliferativa, lo cual nos habla de

mecanismos subyacentes o compensatorios que controlan de igual forma este proceso.



8.6. Analisis informatico
El andlisis informético se realizd en dos etapas, la primera etapa fue realizada con la
secuencia completa de 267 aminoécidos pertenecientes a PENK Humana y posteriormente
se efectudé un andlisis omitiendo los 24 aminoécidos iniciales del extremo N-terminal

pertenecientes al péptido sefial.

MARFLTLCTWLLLLGPGLLATVRA|ECSQDCATCSYRLVRPADINFLACVMECEGKLPSLKIWETCKELLQL

SKPELPODGTSTLRENSKPEESHLLAKRYGGFMKRYGGEFMKKMDELYPMEPEEEANGSEILAKRYGGEMKK

DAEEDDSLANSSDLLKELLETGDNRERSHHODGSDNEEEVSKRYGGFMRGLKRSPQLEDEAKELOKRYGGE
MRRVGRPEWWMDYQKRYGGFLKRFAEALPSDEEGESYSKEVPEMEKRYGGFMRF

Figura 19 Secuencia de aminodcidos completa de PENK en formato FASTA, se denota en cajas el
péptido sefial.

Se realizo primero un analisis de la secuencia completa de PENK en busca de la Secuencia-
Sefial para entrada a la via secretoria y de la Sefial de localizacion al ndcleo (NLS),
iniciando con el servidor Signal P 4.1. Los resultados arrojaron la presencia de una
secuencia sefial con un sitio de corte entre los amino&cidos 20 y 21 de la secuencia primaria
de aminoécidos de PENK. Sin embargo, los aminoacidos en las posiciones 20 a 25
muestran una gran puntuacion para ser el sitio de corte de una secuencia sefial, siendo los
residuos 21 y 25 aquellos con una puntuacion méas alta. De la misma forma el servidor
PSORT 1l encuentra un posible sitio de corte entre el aminoacido numero 24 y 25 de
PENK, proponiendo un péptido sefial presente en la region perteneciente a los aminoacidos
del 1 al 24. Sin embargo, ninguno de los dos servidores fue capaz de encontrar la NLSs en
la cadena de PENK. (Figura 19)

Posteriormente esta misma secuencia de la Figura 1 fue analizada por TargetP 1.1, el cual
determin6 un sitio de corte para un péptido sefial en el aminoacido 24, ademas de una
localizacion correspondiente a la via secretoria. Asi mismo Predict Protein Open predijo
para PENK humana su localizacion principalmente secretada. Y de la misma manera
PSORT Il por medio de su subprograma k-Nearest Neighbors Classifier predijo una mayor
posibilidad de encontrar a PENK en el medio extracelular (66.7%). Sin embargo, también
predijo la posibilidad de encontrar PENK en la mitocondria (22.2%) y el nacleo (11.1%0).

Aunado a esto, otro de los subprogramas denominado NNCN (Reinhardt's method for



Cytplasmic/Nuclear discrimination), determiné la presencia de PENK en el nacleo con un
indice de confiabilidad de 55.5.

El péptido sefial es conocido por ser una secuencia de aminoécidos que dirige las proteinas
a través de la via secretoria, es por eso luego se llevé a cabo una omision de los primeros 24
aminoécidos pertenecientes al péptido sefial de PENK, (determinados anteriormente con las
herramientas informaticas), para representar a la proteina en su estado maduro (Figura 20) y

poder determinar su destino.
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Figura 20 Secuencia de aminodcidos de PENK sin el péptido sefial (Proteina madura) en formato
FASTA

SignalP 4.1 no fue capaz de determinar un péptido sefial o una NLS dentro de la secuencia de
PENK madura (Figura 20). Por otra parte, el servidor TargetP 1.1 no fue capaz de determinar
ningun sitio de corte para el péptido sefial o la localizacion de subcelular de PENK en su forma
madura. Predict Protein Open por su parte determino, igual que en el caso anterior, que el

destino de PENK en su forma madura es el de ser secretada. (Figura 20)

PSORT II, mediante un subprograma k-Nearest Neighbors Classifier predijo una mayor
posibilidad de encontrar a PENK madura en el nucleo (56.5%), ademas del citoplasma
(17.4%), mitocondria (17.4%) y peroxisomas (8.7%). Ademas, el subprograma, NNCN
(Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination), determino la presencia de

PENK madura en el ntcleo con un indice de confiabilidad de 76.7.
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Figura 21 Secuencia de aminodcidos de PENK completa sefialando los residuos pertenecientes a los
NLS predichos por cNLS Mapper (En rojo), se denotan en cajas los sitios Dibasicos donde se lleva a cabo
el procesamiento catalitico.

Posterior a las pruebas realizadas por PSORT 11, que demostraban una mayor probabilidad
de encontrar PENK dentro del nucleo celular, e llevo a cabo un analisis por medio de cNLS
Mapper, software con la funcion de evaluar mas precisamente la presencia de NLS en las
estructuras proteicas, calibrando la deteccidn para proteina tanto en el citoplasma como en
el nacleo. ctNLS Mapper determiné la presencia de dos NLSs, el primero con una secuencia

82 RYGGFMKKMDELYPMEPEEEANGSEILAKRYGG con una puntuacion de 5.4, y el

segundo con la secuencia ®’RGLKRSPQLEDEAKELQKRYGGFMRRVGRPE con una

puntuacion de 5 (Figura 21). Los resultados al llevar a cabo el anélisis dentro de ProPENK
fueron los mismos. (Figura 22)
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Figura 22 Secuencia de aminodcidos de PENK completa sefialando los residuos pertenecientes a los
NLS predichos por cNLS Mapper (En rojo), se denotan en cajas el péptido sefial y los sitios Dibasicos
donde se lleva a cabo el procesamiento catalitico.

Determinada la presencia de las secuencias NLSs dentro de la secuencia primaria procedimos a
analizar las esctructuras secundarias de PrePENK y PENK madura en busca de caracteristicas

que las diferenciaran y que pudieran influir en el reconocimiento de las NLSs.
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Figura 23 Secuencia de aminodcidos de PENK completa mostrando la estructura secundaria, en verde
se muestran los residuos expuestos, en amarillo los residuos ocultos, en blanco los residuos intermedios
y en gris los residuos no evaluados. Se denotan en cajas el péptido sefial y los sitios Dibasicos donde se
lleva a cabo el procesamiento catalitico.

El servidor Predict Protein Open en uno de sus varios subprogramas que nos permite
determinar la conformacién secundaria de la proteina, ademas de la accesibilidad de sus
aminoécidos. Evaluando la secuencia de PENK completa obtenemos que un 68.91% de los
residuos presentes en ésta se encuentran expuestos, contra un 28.46% de residuos ocultos y
2.62% de residuos en estados intermedios (Figura 23). Mientras que evaluando la secuencia
de PENK madura obtenemos que un 73.66% de los residuos presentes en ésta se encuentran
expuestos, contra un 21.81% de residuos ocultos y 4.53% de residuos en estados

intermedios (Figura 24).
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Figura 24 Secuencia de aminodcidos de PENK Madura mostrando la estructura secundaria, en verde
se muestran los residuos expuestos, en amarillo los residuos ocultos, en blanco los residuos intermedios
y en gris los residuos no evaluados. Se denotan en cajas los sitios Dibasicos donde se lleva a cabo el
procesamiento catalitico.

Los puentes disulfuro son enlaces covalentes que suceden solamente entre residuos de
Cisteinas, éstos juegan un papel importante en la estabilizacion y en el proceso de
plegamiento de las proteinas por lo cual modifican las propiedades estructurales y

funcionales de las mismas



Por lo tanto, utilizando la herramienta DISULFIND, perteneciente a Predict Protein se evaluo la
presencia de puentes disulfuro en las secuencias antes mencionadas. Para pre-PENK vy a pesar
de contener varios residuos de cisteinas en su estructura, los algoritmos de la herramienta
DISULFIND no fueron capaces de identificar algun enlace de este tipo. Mientras que para
PENK madura se determinaron dos puentes disulfuro, el primero entre los residuos en
posiciones 2 y 24 y un segundo enlace entre los residuos 28 y 41 (Figura 25).
ECSQDCATCSYRLVRPADINFLACVMECEGKLPSLKIWETECKELLQLSKPELPODGTSTLRENSKPEESHL
LAKRYGGFMKRYGGFMKKMDELYPMEPEEEANGSETI LAKRYGGFMKKDAEEDDSLANSSDLLKELLETGDN

RERSHHQDGSDNEEEVSKRYGGFMRGLKRSPQLEDEAKELQKRYGGEMRRVGRPEWWMDYQKRY GGEFLKRE
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Figura 25 Secuencia de aminodcidos de PENK Madura mostrando las puentes disulfuro, en azul se
muestran los residuos de cisteinas participantes y subrayado se muestra la distancia entre las mismas,
en rojo se denotan las NLS.



9. Discusion
La Proencefalina es un precursor de péptidos opioides cuya funcion principal es almacenar

encefalinas las cuales sirven como moléculas de sefializacion celular principalmente en el
sistema nervioso central (Blackader 1993). Sin embargo, la expresion de PENK se ha
descrito en otros tejidos, tales como: cardiaco, muscular, glandulares, renal, intestinal, entre
otros, principalmente durante el desarrollo embrionario lo cual sirve como indicador de que
la funcién de PENK es mucho mas compleja que la de solo una molécula precursora de
neurotransmisor o neuro modulador. (Keshet et al 1989, Denning et al 2008).

Para diversas moléculas, al igual que PENK, se ha determinado una distinta funcion de la cual
fue descrita en un inicio, casos como la actina o la cromogranina B son ejemplo de ello, efecto
que parece estar ligado a cambios en la estructura de la molécula, asi como de su localizacién
subcelular (Bettinger et al 2004, Pederson y Aebi 2003, Yoo et al 2002). De la misma manera,
PENK madura al hallarse en tejidos embrionarios los cuales se encuentran en un estado de gran
proliferacion y requieren sefiales para su diferenciacion, puede tener otra funcion diferente a la
de ser solamente una molécula precursora de péptidos opioides. Es por ello que hemos decidido
estudiar a PENK dentro de lineas celulares de cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231, las
cuales se encuentran desdiferenciadas, son cancerosas y tienen una alta tasa de proliferacion
(Soule et al 1973, Cailleau et al 1974). De la misma manera decidimos enfocar nuestra
investigacion a la presencia de PENK en el nuacleo, el cual contiene el nucléolo,
subcompartimento que se ha demostrado el mediador de la proliferacion celular (Tsai y McKay
2002). Finalmente, decidimos analizar la estructura de PENK en busca de elementos que
puedan conducir la molécula hacia el nlcleo, como los que ya han sido demostrados en otros

precursores opioides. (Kononenko et al 2017)

La presencia de PENK en células cancerigenas ha sido anteriormente descrita. Con un peso
molecular de 46 kDa fue encontrada en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, ZR-
75-1 y SC115 a través de Western Blot (Brar y Lowry 1999). En células de tumores
pituitarios, se detectdé PENK correspondiente a los pesos moleculares de 44, 32-30, 27 y 17

kDa por medio de radioinmunoensayo y western blot (Vindrola et al 1998).

Por otra parte, se demostré mediante Western blot la presencia de PENK con un peso
molecular aproximado de 30 kDa en células de diversas lineas, incluyendo biopsias de piel,



fibroblastos y células epidermales normales humanas, y del mismo modo, la presencia de esta
proteina también fue evidenciada en queratinocitos, melanocitos y células de melanoma
(Slominski et al 2011). En este trabajo se reporta otra forma de PENK con un peso molecular
de 40 kDa, el cual da indicio de los diversos procesamientos post-transcripcionales que puede

sufrir PENK dependiendo del tejido donde se exprese (Slominski et al 2011).

En correlaciéon con estos datos reportados en la literatura, y en el presente trabajo de Tesis
encontramos la presencia de PENK en la linea celular MCF-7, corroborando la publicacion de
Brar y Lowry de 1999. Ademas, se detectd su presencia en la linea celular MDA-MB-231, con
dobletes de bandas pertenecientes a los pesos moleculares de 32-34 y 44-46 kDa en ambos

casos, y mediante los experimentos del Western blot (Figuras 10A, 11A, 12A y 13A).

Asimismo, las bandas de mayor peso molecular en los dobletes, correspondientes a los
pesos de 34 y 46 kDa representan las formas glicosiladas de las formas de 32 y 44 kDa
como ya ha sido previamente demostrado en la literatura por Lindberg y Shaw en 1992,
Vindrola et al 1998, Brar y Lowry ,1999).

Determinada la presencia de PENK en las lineas celulares estudiadas, procedimos a preparar a
comprobar la presencia de esta molécula dentro del nlcleo. Tras el aislamiento de los nicleos
provenientes de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 y la realizacion del Western blot
con posterior andlisis de datos, pudimos detectar sélo la presencia de PENK con un peso
molecular de 32-34 kDa dentro del nGcleo en ambas lineas celulares (Fig 15A y 16A,
respectivamente). Esto en concordancia con los reportes de la presencia de PENK en nicleos
celulares de fibroblastos de las lineas Swiss 3T3, MRC-5, C12C12 y COS, detectada a través
de inmunocitoquimica, utilizando 15 anticuerpos dirigidos contra varias de las regiones de
PENK, con pesos moleculares correspondientes a 34.5, 33 y 31.5 KDa las cuales
corresponderian a las formas que nosotros hemos detectado (Bottger y Spruce 1995).
Asimismo, en las lineas celulares de fibroblastos Swiss 3T3, MRC-5, C12C12 y COS,
mencionadas ya anteriormente, se observé mediante inmunofluorescencia no solo la presencia
de PENK en el nucleo, sino también diversos patrones de fluorescencia dentro de éste, los
cuales mantenian relacion con el estado de proliferacion y diferenciacion celular. Tras distintas
pruebas con diversos agentes los investigadores lograban desvanecer los patrones de

fluorescencia, lo cual indicaba que la proteina se encuentra relacionada a diversas



moléculas dentro de la sub-arquitectura del nucleo, mayoritariamente a un compartimiento

extraible mediante sales (Bottger y Spruce 1995).

Ademas de ello, también se ha descrito la presencia de PENK en el nicleo de células de
tumores pituitarios, detectando por medio de radio inmunoensayo y wester blot las formas
con pesos moleculares de 30-32 y 17 kDa dentro del nucleo celular reforzando nuestras
observaciones (Vindrola et al 1998).

Ademas, en este trabajo de Tesis el doblete de PENK de 44-46 kDa no esté presente en los
ndcleos aislados de las células de cancer de mama: MCF-7 y MDA-MB-231. Similares
resultados fueron encontrados por Vindrola et al en 1998, donde ellos demuestran que el
doblete de 44-46 kDa tiene una localizacion citoplasmética y no nuclear.

Una vez determinada la presencia de PENK dentro del ndcleo celular de ambas lineas
celulares, el siguiente paso era determinar su funcionalidad, es por ello que se procedieron a
realizar pruebas de proliferacion mediante MTT, no sin antes obtener células de las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas de manera transitoria con el siRNA 2 para
de esta manera reducir la expresion de PENK de manera especifica. Ademas, se utilizo el
plasmido vacio como control, y con ello poder establecer una relacion entre la presencia de
PENK en el nacleo y el perfil de proliferacion celular. La eficiencia del siRNA 2 fue tan
alta que la cantidad de PENK detectada mediante Western blot fue minima o inferior al
limite de deteccion que se alcanza con esta técnica (Figuras 15A y 16A), validando las

pruebas de proliferacion mediante MTT.

Para la linea celular MCF-7 observamos una disminucién en la capacidad proliferativa de un
45% comparado con las condiciones nativas y con el plasmido vacio (Figura 15B), mientras
que para las células MDA-MB-231, la presencia del RNAI2 indujo una disminucién en la
proliferacion del 59%, con respecto a las condiciones nativa y plasmido vacio (Figura 16B). A
pesar de que la expresion de PENK en los nucleos aislados de las células transfectadas con
RNAI2 fue no detectable, tanto las células MCF-7 como MDA-MB-231 continuaban
proliferando significativamente a una menor capacidad que las células controles sin el RNAI2,
lo cual manifiesta la presencia de otros mecanismos que compensan la pérdida de PENK o que

regulan la supervivencia y proliferacion por otras vias.



Resultados similares a los que nosotros reportamos se obtuvieron tras la transfeccidn
estable y transitoria con plasmidos antisentido para inhibir la expresion de PENK en
cultivos de fibroblastos, los cuales disminuian su tasa de proliferacion y, tras un analisis
mas a fondo se dieron cuenta que tras sincronizar los cultivos, las células transfectadas con
los plasmidos antisentido tenian mas posibilidades de encontrarse en la Fase G1 del ciclo
celular, mientras las células nativas o control ya habian superado dicho punto (Weisinger et
al 1995). Un efecto similar fue descrito en células T humanas (Kamphuis et al 1998).

Dicho efecto se puede explicar por medio del efecto regulatorio que PENK ejerce sobre la
expresion de ciclina D1, cuando se sobreexpresa la proteina PENK nuclear, se presenta de
igual manera una sobreexpresion de la ciclina D1, tanto de su mMRNA como del producto
proteico. Esto conduce a un aumento en los niveles de ciclina D1 nuclear o a un incremento
en su tiempo de vida media, dando como resultado el acortamiento o aceleracion de la fase
G1 del ciclo celular; generando asi un ciclo celular mas corto que promueve una mayor

proliferacion debido a un menor tiempo de duplicacion (Rodriguez Linares, 2006).

A pesar de ello, se debe tener la consideracion que la maquinaria enziméatica necesaria para el
procesamiento catalitico de PENK a sus diversos subproductos ha sido demostrada en células
de las lineas MCF-7 y ZR-75-1, ambas de c&ncer de mama, lo cual puede conducir a la
liberacion de metabolitos de PENK activos al medio extracelular (Brar y Lowry, 1999). Estos
metabolitos cuentan con la capacidad de estimular a los receptores blancos presentes en la
membrana celular, también demostrados en estas lineas celulares (Maneckjee et al 1990). Sin
embargo, contrario a los efectos proliferativos que podria tener la estimulacion de estos
receptores en otros tejidos, el incremento en la proliferacién aqui descrito no puede ser
atribuible a la union de PENK o alguno de sus sub-productos con un receptor, puesto que se ha
demostrado que el estimulo de las células cancerigenas de las lineas MCF-7, MDA-MB-231 y
T47D con agonistas especificos de péptidos opioides sobre sus diversos receptores ha resultado
en una inhibicién de la proliferacion, esto mediante la potenciacion de la expresion del eje
PTEN/p53, moléculas que generan sefiales con efecto inhibitorio sobre la via de supervivencia
celular PISBK/AKT lo cual desencadena la iniciacion de la apoptosis en células (Kharmate et al

2013). También se ha sugerido una asociacion de PENK nuclear con la



proteina p53, lo cual parece mediar el desencadenamiento de la apoptosis (McTavish et al
2007).

No obstante, la asociacion de PENK con p53 o la regulacion de la expresion de ciclina D1
requiere de la presencia de PENK dentro del nucleo, mecanismo que ain no ha sido
dilucidado. Un motivo estructural que dirija el destino de PENK hacia el nicleo (Secuencia
de localizacién nuclear, NLS) como el presente en la Cromogranina B, o una posible
asociacion con otra proteina que contenga dentro de su estructura una secuencia NLS vy
actué como chaperona, como en el caso de la insulina y su receptor son las hip6tesis mas
aceptadas (Yoo et al 2002, Arnoys y Wang 2007). Es por ello por lo que decidimos realizar
un analisis informético de la secuencia proteica de PENK, tanto en su forma precursora
(prePENK) como en la madura para intentar dilucidar el mecanismo de como PENK

encuentra su destino nuclear.

Se realizo primero un analisis de la secuencia de prePENK en busca de la Secuencia-Sefial
para entrada a la via secretoria y NLS, corroborando la presencia de la secuencia sefial
presente en los primeros 24 aminoacidos del extremo N-Terminal por medio de Signal P y
PSORT II (Figura 19). No obstante, no se encontré ninguna secuencia NLS. Posteriormente
mediante Softwares dedicados a la prediccion de la localizacion subcelular de las proteinas
se determind la probabilidad de encontrar prePENK en el nlcleo de 11.1%. No obstante, la
probabilidad de encontrar prePENK es el espacio extracelular sigue siendo mayor;

resultados similares fueron arrojados por TargetP y Predict Protein Open

Los péptidos sefiales son motivos de aminoacidos con un orden particular cuya funcion es
determinar el destino de las proteinas. PENK, como qued6 demostrado anteriormente presenta
el péptido sefial que guia a la proteina a traves de la via secretoria para su liberacion al espacio
extracelular. Sin embargo, anteriormente se ha demostrado que la remocion de la secuencia
sefial es suficiente para cambiar el patron de expresion de PENK de citoplasmético a
citoplasmaético y nuclear; dicho efecto puede ser ocasionado de manera fisiolgica por cambios
post-transcripcionales como diferentes sitios de inicio de la traduccién o la generacion de
diferentes MRNA de la proteina (Bottger y Spruce 1995, McTavish et al 2007). Es por ello por
lo que decidimos repetir el analisis informatico, esta vez eliminando los 24 residuos de

aminoacidos de la secuencia para simular la proteina PENK en su forma madura.



Resulta interesante que PENK madura mostr6 un aumento en la probabilidad de
encontrarse en el nicleo al determinarse un 56.5% tras su introduccion en Psort II; los
demas programas no fueron capaces de determinar su localizacién subcelular o
mantuvieron su resultado. Es por esto por lo que decidimos llevar a cabo un analisis mas

extensivo de la estructura de PENK.

PENK posee gran nimero de residuos basicos, por lo cual a pesar de tener resultados negativos
con los programas previos decidimos seguir la busqueda de NLS, pues previamente, dentro de
la secuencia de Prodinomorfina (PDYN), anteriormente llamada Proencefalina B, se demostré
no solo la existencia de la molécula dentro del nucleo, sino también la presencia de un NLS
bipartido en el extremo animo-terminal, el cual se encuentra sobrelapado con la secuencia de
alf- Neoendorfina (Kononenko et al 2017). A causa de esto, decidimos realizar un analisis
dentro de la secuencia de PENK en ambas secuencias: PrePENK y PENK Madura, con el
programa cNLS Mapper. Dicho programa a diferencia de los anteriores utilizados no es un
clasificador de NLSs, sino un determinador de NLSs por medio de algoritmos, el cual nos
reveld la posible presencia de dos secuencias de localizacion nucleares del tipo bipartido
localizadas tanto en la proteina precursora como en la madura

con las secuencias RYGGFMKKMDELYPMEPEEEANGSEILAKRYGG y
RGLKRSPQLEDEAKELQKRYGGFMRRVGRPE (Figuras 21 y22).

Los NLS encontrados vislumbran que PENK es llevada al nicleo por medio de su asociacion
con las importinas, proteinas cuya funcion es el transporte de moléculas a través de los
complejos de poros nucleares para su destino nuclear (Christophe et al 2000). EI NLS
interacciona con los sitios de reconocimiento mayor y menor que posee la importina, los cuales
poseen residuos &cidos que interactian con sus opuestos presentes en la proteina cargo.
Asimismo, se ha demostrado que existen interacciones entre los aminoécidos dispuestos entre
ambos sitios del NLS bipartido y la importina, esencialmente cuando estos residuos se
encuentran fosforilados (Marfori et al 2011). Por medio de espectroscopia de masas, se ha
descrito un péptido, metabolito de PENK, cuyo residuo tirosina en la posicion 94 de la
secuencia de PENK madura se encuentra fosforilado (Gupta et al 2010). Al localizar este

residuo dentro de la estructura tomando en cuenta la posicidon del NLS observamos que



se posiciona fuera del sitio de reconocimiento del NLS, lo cual puede ayudar a mediar la
interaccion con la importina (Figuras 21y 22).

A pesar de la presencia de los NLS dentro de ambas secuencias, la probabilidad de
encontrar a PENK completa en el nicleo como anteriormente se calculd, es menor. El
analisis de la estructura secundaria de ambas condiciones por medio de Predict Protein
Open demostr6 que existen cambios mayores en PENK madura tras la remocion del
péptido sefial, generando la presencia de puentes disulfuro (Figura 25), ademas de un
discreto ocultamiento parcial de aminoacidos pertenecientes al NLS del extremo carboxilo
terminal (Figuras 23 y 24). Estos cambios pueden modificar la estructura de la proteina y
con ello activar los NLS para su interaccion con las importinas. Como sabemos, las
interacciones entre proteinas son mediadas por la conformacion espacial de las mismas, por
ende, los resultados obtenidos a partir de este Gltimo analisis proveen una explicacion
plausible para la interaccion que existe entre las importinas y PENK madura, produciendo
de esta manera la localizacion de PENK dentro del nucleo (Nelson y Cox 2013).



10.

Conclusiones

La PENK estéa presente dentro de las células de las lineas celulares MCF-7 y MDA-
MB-231 con pesos moleculares de 32-34 kDa y 44-46 kDa.

La PENK en los nucleos aislados de las células de las lineas MCF-7 y MDA-MB-231
esta presente en la forma correspondiente al doblete de peso molecular 32-34kDa.

La transfeccion del siRNA 2 especifico para PENK reduce préacticamente en su
totalidad la expresion de PENK en los nucleos aislados de ambas lineas celulares.
La proliferacion celular disminuye proporcionalmente con respecto a la inhibicion de la
expresion de PENK, por efecto del RNAI2 transfectado en ambas lineas celulares.

Se encontrd la presencia de dos secuencias NLS las cuales parecerian ser excelentes
candidatas para dirigir el destino de PENK al nicleo, por medio de la prediccion de
herramientas informaticas.

El péptido sefial que guia a PENK a través de la via secretoria ejerce una gran
influencia sobre la estructura de la proteina y tras su remocion favorece cambios
estructurales, como el semi ocultamiento de residuos de amino&cidos o la
generacion de puentes disulfuro, que activaria las secuencias de localizacion nuclear
(NLS) y permitiria su interaccion con las importinas para su importe al nucleo. Esta
Gltima conclusion es una prediccion generada a traves del analisis informatico.
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