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RESUMEN
El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, con diferentes subgrupos que

presentan variaciones moleculares, antecedentes celulares, sensibilidad a
tratamientos y diagndsticos. Generalmente, este tipo de cancer se origina en las
células de los lobulillos o conductos mamarios, aunque puede surgir en tejidos
estromales. Existen diversos factores de riesgo como la edad, sexo, factores
ambientales, hormonales y predisposicion genética, que juegan un papel
fundamental en su desarrollo. En este contexto, las mutaciones genéticas son clave,
ya que pueden aumentar la agresividad del cancer y pueden generar que la
sobreexpresion de ciertos genes favorezcan a un cancer de mama con un mal
pronéstico, es por ello que se estudia al gen ADGRG1 como un posible adyuvante
en el tratamiento de cancer de mama por sus implicaciones en el cancer ya que se
encontrado evidencia que en favorecer la adhesion, progresion, migracion,
proliferacion y metastasis en cancer de hueso, melanoma y en gliomas. El gen
ADGRGH1 pertenece al grupo de receptores acoplados a proteinas G, los cuales son
el grupo mas extenso de receptores en la superficie celular y tienen un papel
esencial en varios procesos biologicos. En el contexto de la tumorogénesis, los
receptores de adhesion acoplados a proteina G (aGPCR) se destacan por su
estructura hibrida, que incluye un largo dominio adhesivo extracelular y un dominio
transmembrana de siete segmentos para la sefalizacion. Un ejemplo representativo
es el ADGRG1/GPR56, un aGPCR vinculado a tumores que se ha identificado como
un posible biomarcador y factor pronéstico para ciertos tipos de cancer, mostrando
tanto funciones que pueden suprimir como promover el desarrollo tumoral. EI gen
ADGRG1 puede generar al menos 5 isoformas por splicing alternativo, las cuales
pueden tener funciones distintas en las células. El splicing alternativo se regula por
proteinas enhancer o silenciadoras las cuales juegan un papel importante para dar
paso a los posibles eventos de splicing, algunas proteinas son las SR o hnRNPs.
Para poder monitorear este proceso, se optd por usar un silenciamiento por siRNA,
los cuales se ubican en regiones diferenciales para cada isoforma. Los siRNAs se
transfectaron empleando lipofectamina 2000 y su efecto se evalué mediante RT-
PCR y por medio de una prueba fenotipica de proliferacion celular. Con estos
ensayos pudimos confirmar que las células MDA-MB-231 expresan el ARNm que



codifica para el receptor ADGRG1/GPR56 y que el silenciamiento de este
mensajero disminuye la proliferacion de esta linea celular. Sera interesante explorar
en el futuro la participacién de las diferentes isoformas de este mensajero en los

diferentes procesos celulares relevantes para el cancer de mama.



INTRODUCCION
El cancer de mama es un problema de salud publica ya que es una neoplasia
maligna del tejido mamario y es mas comun diagnosticada en mujeres a nivel
mundial, siendo una de las principales causas mundiales de muerte por cancer en
mujeres, representando 1,38 millones de diagndsticos de cancer y 458.000 victimas

cada ano [63,14], ademas que cada afio suben estas cifras.

En el cancer de mama se encuentran diferentes estadios (0, |, lla, llb, llla, lllb. lllc,
IV), los cuales indican como va progresando la enfermedad [40], en donde cada uno
tiene ciertas caracteristicas que lo llegan a ser en algunos casos mas agresivo, el
estudio se basa en un cancer triple negativo (TNBC) que tiene como caracteristica
un perfil de expresion génica analogo a la capa mioepitelial basal de la mama
normal, también el nombre que recibe es por la ausencia de expresion del factor de
crecimiento epidérmico humano 2, la ausencia del receptor de estrogeno y la
ausencia del receptor de progesterona [16]. Para el TNBC (Cancer de mama triple
negativo) su perfil molecular muestra una alta mortalidad y su tiempo de
supervivencia mas corto, es por ello por lo que la cirugia, como la quimioterapia
sean la principal herramienta de tratamiento [50,70]. Al buscar una alternativa de
tratamiento y diagnostico se estudia el uso de siRNA en un gen de interés como el
ADGRG1 que codifica a un receptor ADGRG1/GPR56, cuando el transcrito del gen
sufre splicing se han detectado 5 isoformas de la proteina GPR56, las cuales
difieren en la composicién de la region extracelular y el primer bucle intracelular [49],
se ha encontrado en algunos estudios que el gen pude apoyar en adhesion en
gliomas, en la regularizacion de la mielinizacion del sistema nervioso central y la

progresion del melanoma al interactuar con su ligando [57,60].

El uso de siRNA tienen una alta especificidad en el silenciamiento en genes de
interés, son un mecanismo con el que cuenta la célula para su regulacién post
transcripcional, en este caso ayudara al silenciamiento de la expresion de la

isoforma que se haya expresado y silenciando el gen ADGRG1 [8].



1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1 Cancer de mama

El cancer es una enfermedad que tiene varias caracteristicas funcionales que lo
hacen pasar de un estado de normalidad a los estados de crecimiento neoplasico,
es decir formar un tumor maligno, las caracteristicas que se han estudiado son las
capacidad adquirida para mantener la sefalizacion proliferativa, evadir los
supresores del crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad
replicativa, inducir/acceder a la vasculatura, activar la invasion y la metastasis,
reprogramar el metabolismo celular y evitar la destruccion inmunologica (Fig. 1) [26].
Las caracteristicas mencionadas apoyan que cada cancer tiene un comportamiento
distintivo el cual, dia con dia se va estudiando para poder identificar nuevas técnicas

de tratamiento.
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Fig. 1 Caracteristicas del cancer adaptado por Hanahan y Weinberg.

Las ocho capacidades distintivas funcionales requeridas para la progresién del tumor y crecimiento las
podemos visualizar a la izquierda mientras de lado derecho se encuentran caracteristicas distintivas
emergentes adicionales que implican el desbloqueo de plasticidad fenotipica, la reprogramacion
epigenética no mutacional, los microbiomas polimadrficos y a las células senescentes [26].



El cancer de mama (BrCa) constituye una neoplasia maligna originada en el tejido
mamario, representando la principal neoplasia diagnosticada en mujeres a nivel
global y una de las mayores causas de mortalidad oncoldgica en este grupo
poblacional. Segun reportes epidemiolégicos, esta patologia registrd
aproximadamente 1,38 millones de casos nuevos y 458,000 muertes anuales en
datos histoéricos [14, 63]. Sin embargo, para el afo 2022, la incidencia aument6 a 2.3
millones de casos confirmados (Fig. 2), con una mortalidad estimada en 666,103
decesos (Fig. 3) [64].

La distribucion geografica de BrCa muestra una correlacion significativa con
el indice de Desarrollo Humano (IDH). En regiones con IDH elevado, la probabilidad
acumulada de diagnéstico alcanza 1 caso por cada 12 mujeres durante su vida,
mientras que la tasa de mortalidad asociada se reduce a 1 de cada 71 mujeres
afectadas. A escala global, esta neoplasia ocupa el cuarto lugar entre las causas de

muerte en la poblacion femenina [6, 25].
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Fig. 2 Incidencia en el cancer a nivel mundial: podemos observar que el cancer
de mama se encuentra en el ranking en segundo lugar como incidencia, siendo
un problema de salud publica [64].
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Fig. 3 Mortalidad por cancer a nivel mundial: Se identifica al cAncer de mama
con el cuarto lugar en mortalidad a nivel mundial con 666 103 casos de muertes
en el afo 2022 [64].

En México podemos observar 2022 el cancer de mama registra 847 716
defunciones en el pais siendo el 10.6% de la incidencia de tumores malignos. Segun
cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia INEGI, se tiene registro que
los estados con mayor mortalidad son Ciudad de México, Sonora, Veracruz de

Ignacio de la Llave, Colima, Morelos y Chihuahua [26].

El cancer de mama es una enfermedad variable que abarca diversos subgrupos con
variaciones moleculares, antecedentes celulares, sensibilidad a diferentes
tratamientos y diagndsticos. Comunmente el cancer de mama se origina en las
células de los lobulillos o en los conductos, otros casos particulares menos comunes
se pueden originar en tejidos estromales, que incluyen a los tejidos conjuntivos
grasos Y fibrosos de la mama [69]. Hay factores que pueden ayudar a que se
desencadene el cancer de mama los mas comunes son la edad, sexo,

proliferaciones benignas, ambientales, hormonales o predisposicion genética,
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donde cada uno juega un papel en el cancer de mama como esta tesis se centrara
en la predispocion genética, ya que es donde ocurren mutaciones las cuales pueden
ocasionar una mayor agresion del cancer o la predispocién hacia algun tipo de BrCa
[14].

En el cancer de mama se pueden encontrar diferentes estadios de acuerdo con la
invasion que tengan las células cancerigenas y los receptores que se expresen, asi
también se puede llegar a conocer su progresion y poder obtener un tratamiento
mas especifico para un mejor diagnostico.

1.2. Estadios del cancer de mama

Los estadios del cancer de mama hacen referencia, a lo lejos que se han propagado
las células cancerigenas mas alla del tumor original. El cancer de mama lo podemos
encontrar en diferentes estadios (0, I, lla, llb, llla, llib. llic, IV), los cuales nos indican

como va progresando la enfermedad 40].

~
-

(3

Fig. 4 Estadios del cdncer mama

Los estadios del cancer de mama comienzan con un estadio 0 donde tiende a localizarse en el interior de los
conductos mamarios (a), en el estadio | tiende a presentar un tamario de 2 cm y se extiende en otros tejidos de
la mama (b). Cuando el cancer pasa a un estadio Il tendra el mismo tamafio o puede crecer a un maximo de 5
cm, pero se esparcira en ganglios de la axila en un 50 % de probabilidad, en el estadio Il siguiente ya se encuentra
con un nédulo que no alcana aun 5 cm, pero las células cancerigenas ya invadieron tejidos cercanos a la glandula
mamaria (c), en el ultimo estadio que es el IV las células cancerigenas ya llegaron a invadir otros tejidos y

formando metastasis en algunos otros 6rganos(d) [23].
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A continuacion, se presenta en que consiste cada estadio:

| carcinoma in situ (carcinoma no invasivo, estadio 0), es aquel donde las células
cancerosas no han invadido mas alla de la membrana basal del conducto o del
I6bulo, mientras el siguiente estadio seria el infiltrante, el cual es un cancer invasivo
y abarca del estadio | al IV, es donde las células van invadiendo los conductos
mamarios con un nodulo que oscila los 2 cm, para en el siguiente estadio (IlI)
podemos observar un tamafo que no pasa de 5 cm (Fig. 4b, 4c), cuando las células
llegan a invadir otros tejidos y han llegado a causar metastasis en otros 6rganos se
llega a un estadio IV; los sitios de metastasis mas comunes son los huesos, higado,

pulmon y cerebro [23,63].

El BrCa se puede identificar no solo por su invasion en los tejidos sino también por
el perfil molecular que presente, de los cuales hay cinco subtipos de BrCa, de
acuerdo con la expresion del receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona
(PR) y factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) [69]. Reciben el nombre
de luminal A, luminal B, HERZ2, tipo basal o triple negativo, donde el luminal A,
incluye tumores que son positivos para ER y positivos para el PR, pero negativos
para el HER2, en el luminal B es ER positivos, PR negativos y HER2 positivos (ER
/ PR -, HER2 +), tipo HER2 tenemos el ER negativo, el PR negativo y el HER2
positivo (ER-/ PR-, HER2 +), TNBC o triple negativo todos los receptores tienden
a ser negativos (ER- / PR - / HER2-), en la mayoria de los tipos de BrCa que se
han descrito tienden a beneficiarse en tratamientos de quimioterapia o radioterapia,
el subtipo HER2 y el luminal B también tienden a beneficiarse de tratamientos
hormonales, pero dia con dia van creciendo los tratamientos y diagndsticos de esta
enfermedad, por eso se encuentran estudios que sugieren que hay marcadores

moleculares que pueden ayudar en el tratamiento [39,41].

1.3. Caracteristicas del cancer mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo (TNBC) tiene como caracteristica un perfil de
expresion génica analogo a la capa mioepitelial basal de la mama normal, también
el nombre que recibe es por la ausencia de expresion del factor de crecimiento

epidérmico humano 2, la ausencia del receptor de estrogeno y la ausencia del
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receptor de progesterona [16]. Siendo uno de los canceres con mayor morbilidad y
mortalidad, por el dafio que causa en el huésped. En este tipo de cancer se han
reportado algunas variantes patogénicas de la linea germinal, estas variantes en un
contexto molecular sugieren correlacion entre la progresion y expresion génica de
células cancerigenas [38]. Se ha encontrado que la expresiébn génica que se
manifiesta llega tener mutaciones o cambios por las isoformas que puede llegar a
existir y formar un fenotipo celular, por ello tener un tratamiento efectivo para el
TNBC sea complicado [32,43].

Mutaciones o cambios en expresion de genes especificos como BRCA1, BRCA2,
RAD51D, entre otros genes en el TNBC podrian servir como un posible marcador
biomolecular para su identificacion y tratamiento en el cancer, hay estudios previos
en BRCA1, BRCA2 y RAD51D porque se asocian con un mayor riesgo de cancer
de mama y otros tipos de cancer debido a su papel en la reparacién del ADN vy el
mantenimiento de la estabilidad gendmica, algunos de estos genes ya son

estudiados y son utilizados como perfil genémico en pacientes [38,42].

Se encuentra en la literatura que TNBC una similitud con el cancer de mama tipo
basal y llegan en algunos estudios colocarlo como si fuera un sinénimo, pero
estudios basados en datos clinicos, de micro matrices e inmunohistoquimicos
muestran que no lo son- La morfologia de las células cancerosas TNBC y de tipo
basal muestran un patron de marcadores de superficie celular que es analogo al de
las células madre del cancer de mama, donde sus caracteristicas fenotipicas
muestran CD44+ en una alta concentracion y a CD24- en una concentracion baja o
indetectable y a su vez cuentan con expresion de aldehido deshidrogenasa 1
(ALDH1A1) [16, 38]. La célula cancerosa diferenciada adquiere la propiedad de
autorrenovacion, en la transicién de caracteristicas epiteliales a mesenquimatosas
es un proceso natural que ocurre durante la embriogénesis, la cicatrizacion e
heridas y la regeneracion de tejidos. Podria decirse que se puede considerar como

un paso clave para conferir potencial metastasico a los carcinomas [37,69].



1.4. Tratamientos del cancer de mama

El cancer de mama triple negativo (TNBC) se caracteriza por una alta mortalidad y
un tiempo de supervivencia mas corto en comparacion con otros subtipos. Por este
motivo, el tratamiento se basa principalmente en estrategias como la cirugia y la
quimioterapia, que constituyen las herramientas terapéuticas fundamentales
[50,70].

En general, la quimioterapia sirve como un neoadyuvante al reducir el tamafo del
tumor, por ello se utiliza para evitar una cirugia menos extensa o como tratamiento
de canceres que son demasiado grandes para extirparlos. Otro tipo de tratamiento
es la inmunoterapia, incluye inmunomoduladores y el uso de anticuerpos para
inducir la muerte de las células cancerosas a través de diferentes vias. Mediante la
terapia génica, se podria inducir la muerte de las células cancerosas para alentar o
revertir el crecimiento del tumor, un ejemplo seria el uso de particulas virales con
capacidad de replicarse en las células BrCa donde producen un anticuerpo de
cadena unica contra factor de crecimiento endotelial vascular, el cual al unirse a
VEGF (especialmente VEGF-A), bloquean su interaccién con el receptor VEGFR-2,
inhibiendo asi proliferacion, migracién de células endoteliales, angiogénesis [9, 33].
Por otro lado, hay otro tratamiento que usa portadores no virales, los cuales incluyen
nanoparticulas catidnicas, anidnicas o neutras unidas a acidos nucleicos, por
ejemplo, el uso de CRISPER para restaurar la funcion de BRCA1/2 en células
tumorales para sensibilizarlas a inhibidores de PARP. Por ultimo, los métodos
basados en interferencia de ARN han silenciado con éxito genes como CCL2 y
VEGF-C. Seria interesante modificar o combinar algunos de estos métodos para el
sileciamiento de las isoformas de splicing para un resultado mas especifico [9, 36,
70].

En los ultimos afios este campo ha sido estudiado con 3 terapias dirigidas, donde
algunas son dirigidas a BRCA (gBRCAm-BC) de su linea germinal donde se incluye
a los inhibidores de PARP como son los farmacos olaparib y talazoparib, otro tipo
de técnica dirigida recientemente estudiada es la inmunoterapia dirigida con un

inhibidor al punto de control, uno de ellos es el farmaco atezolizumab en el ligando
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1 de muerte programada (PD-L1+) TNBC, otra terapia dirigida es la conjugacién de
anticuerpos y farmacos, también la orientacién molecular [36,59,72]. En el cancer
de mama triple negativo hay referencias que sustentan que terapias dirigidas en
vias como MAPK y PI3K, el bloqueo de la respuesta al dafio del ADN, incluida la

inhibicion del ciclo celular, ayudan como tratamiento en este tipo de cancer [33].

1.5. Biomarcadores en el cancer

De los tipos BrCa que se hablaron anteriormente, se conoce que hay modificaciones
fenotipicas y moleculares en los genes por consecuencia del splicing alternativo,
generado por la isoforma que se exprese, las cuales pueden tener un efecto
diferente y a menudo opuestos, que pueden afectar a receptores transmembrana,
moléculas adaptadoras (Bcl-x, survivina), caspasas y algunos ejecutores. Ademas,
podria también encontrarse una desregulacion en factores cataliticos del splicing

que pueden estar asociados con el desarrollo del BrCa [41].

En uno de los genes que se considera como marcador de predisposicion para el
cancer de mama es el gen BRCA1, el cual se considera responsable de la mayoria
de canceres hereditarios de mama y ovarios, se manejan sus mutaciones como
alteraciones en los eventos de splicing [40]. Entre los casos esporadicos de cancer
de mama, la expresion de BRCA1 es reducida o indetectable en carcinomas
ductales de alto grado, lo que sugiere la participacion de este gen en la etiologia del
cancer de mama. Variaciones de la secuencia de la linea germinal en ambos sitios
de splicing y elementos reguladores del gen BRCA1, han sido implicados en
susceptibilidad al cancer. Por ejemplo, una mutacion sin sentido heredada en el
exdon 18 del gen BRCA1 interrumpe un potenciador de splicing exoénico. El
potenciador se une a la proteina SR SF2 / ASF, y su mutacién causa omision
inapropiada del exén constitutivo 18. También se ha demostrado que una mutacion
en los nucledtidos (de AA a AG) genera un sitio de splicing 3’, 1o que afade 11
nucledtidos al ARNm de BRCA1. Esta alteracion da lugar a una proteina truncada

asociada a un mayor riesgo de cancer de mama en una familia especifica [42,72].

Al igual que ocurre con BRCA1, nuestro objetivo es determinar si ADGRG1y la

expresion de alguna de sus isoformas podria estar implicado en un mayor riesgo de
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cancer de mama. Ademas, buscamos identificar si modificar sus niveles de
expresion podria tener un efecto beneficioso.

1.6. Splicing

El procesamiento del ARNm es un proceso de maduracion clave que incluye el
splicing, la poliadenilacion y la proteccion del ARNm. El splicing ocurre en las células
eucariotas y permite que aumente la diversificacion de los genes que codifican para
proteinas en el ser humano, permite que un gen llegue a generar de 8 a 10 variantes
de empalme, ya que, el proceso busca la eliminacidén de intrones y dejar solo los
exones, este tipo de evento se le conoce como splicing consecutivo, sin embargo,
se sabe que también se puede generar un empalme alternativo donde puede
generarse exones mutuamente excluyentes, un salto de exdn, sitio donante
alternativo 57, sitio aceptor alternativo 3" o una retencién de intrones (Fig. 5) [5].
Este proceso de maduracidon que se produce en el nucleo de una manera
cotranscripcional y regula la expresion génica eucariota [41]. Entonces el splicing
alternativo ocurre cuando algunos exones, intrones o porciones de estos son
incluidos de manera diferencial para producir diversas moléculas de ARNm a partir
de un mismo precursor inmaduro (pre-ARNm). Se estima que entre el 15% y el 50%
de las enfermedades genéticas humanas tienen su origen en algun defecto a nivel

de splicing [5, 72].
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Fig. 5 Eventos de splicing alternativo

El procesamiento RNAm puede utilizar los siguientes eventos de splicing alternativo, por ejemplo,
exones mutuamente excluyentes, un salto de exdn, sitio donante alternativo 5°, sitio aceptor
alternativo 3" o una retencién de intrones, el procesamiento ocurre como se visualiza en la imagen en
el nucleo de la célula [10].

1.7. Splicing Alternativo

En células eucariotas es clave el splicing alternativo para la expresion génica ya que
aumenta la capacidad de codificacién del genoma humano, los defectos del splicing
alternativo generan proteinas funcionalmente distintas donde algunas de ellas,
llegan a contribuir en enfermedades como la atrofia muscular espinal (AME), la
distrofia miotonica y el cancer®. Mutaciones puntuales en el splicing provocan
alteraciones. Hay registros que un 60% de las enfermedades humanas pueden ser
ocasionadas en alteraciones de este tipo [3]. Los cambios que genera el splicing
son una diferente interaccion de proteinas, localizacién subcelular o cambiar su
capacidad catalitica, es asi como podemos ver que este proceso tiende a regular la

funcién de los genes que van a codificar a una proteina [3, 52].

Los eventos que se pueden generar en el splicing alternativo son los saltos de

exones donde se eliminan por completo los intrones y se llega a omitir exones, otro



evento es la retencidon de intrones donde se conservan los exones pero también es
incluida una porcion de algun intron, mientras el sitio donante alternativo 5 ' o sitio
aceptor empalme de 3" llegan a usar una unidén de empalme alternativa para el sitio
5 ' (sitio donante), cambia el limite 3' del exén aguas arriba y seria lo mismo para 3°
solo cambia el aceptor dejando como sitio final al 5° (Fig. 2) [47]. Pero el splicing
alternativo no es el unico mecanismo para incrementar la diversidad del ARNm, sino

también puede haber sitios de poliadenilacién y promotores alternativos [12].

1.8. El spliceosoma
El splicing alternativo se realiza en el nucleoplasma, es realizado por cinco

pequefios ARN nucleares que forman el nucleo del spliceosoma, los cuales son un
complejo de unidades U1, U2, U4, U5, U6%’. Pero para la modulacién del splicing
alternativo se encuentran los potenciadores de splicing de exdon (ESE) o los

silenciadores de splicing (ESS) [22].

En el complejo E, se reconocen todos los elementos de consenso y los
potenciadores de splicing de exon (ESE) si estan presentes, la unidad U1 forma
una interaccion de emparejamiento con el sitio de splicing 5 'y el factor de splicing
1 (SF1) se une en el punto de ramificacion, llegara a unirse el factor auxiliar U2
(U2AF) que se llega a unir al tracto de polipirimidina y al sitio de splicing 3°, por otro
lado las proteinas SR (SRp) se unen a los ESE y entran en contacto con el factor
U2AF, U1 snRNP (small nuclear ribonucleoproteins) y el punto de ramificacién, todo
en conjunto forma el complejo E que esta asociado a la ARN polimerasa Il, mientras
el nucleosoma esta unido con secuencias exonicas y se asocian con U2 snRNP, se
recluta a un complejo tri-snRNP que contiene U4, U5 y U6, los cuales se asocian
con el spliceosoma que se forma y U4 se elimina ya que funciona como un
acarreador(Fig. 6)[48]. Esto permite que U6 reemplace a U1 en el sitio 5 ' de splicing

y conduce la unidad U6 a una interaccién con U2 que lo trae al sitio 5’ y da el punto



de ramificacion al juntarse, lo que permite una transferencia de paso cationico. Al
formar interacciones no candnicas, U5 acerca a los dos exones y permite el segundo

paso del splicing, cuando los dos exones estan unidos [52].

Se pueden detectar repeticiones de secuencia corta en numerosos exones, donde
sirven para incrementar el reconocimiento por un determinado factor de splicing. Por
ello, si se presenta un cambio en la longitud de secuencias repetidas simples puede

cambiar el patron de corte y splicing de un gen [41]. En el splicing también
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Fig. 6 Spliceosoma

El primer paso en el ensamblaje del espliccosoma es la formacion del complejo de
compromiso, también conocido como E complejo. En este complejo, el snRNP U1 se une al
sitio de empalme 5" del pre-RNAm y se asocia a través de proteinas SR con la U2snRNP y SF1,
gue se encuentran unidos en el sitio 3’, llegan otras snRNP (U4, U5 y U6) que ayudan a
formar el complejo B [43].



interactuan otras proteinas como hnRNP y proteinas SR, las cuales pueden
funcionar como potenciadores o silenciadores, llegando a ocasionar alteraciones en

la seleccidn del sitio de corte y splicing [31].

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1. Factores moduladores del spliceosoma

Hay dos grupos de factores importantes que influyen en la modulacion del splicing
los cuales son las ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas hnRNP vy las
proteinas SR. Las proteinas hnRNP son proteinas que se unen al ARN en sitios
blanco-especificos, mientras las proteinas SR se caracterizan por un dominio
proteico rico en serina y arginina, tienen dominios de union al ARN y participan en
eventos moleculares en la expresion de un gen (estabilidad, procesamiento
postranscripcional, procesos de transcripcidn y traduccion del ARNm) [20, 52]. Las
hnRNP en ciertas concentraciones son el complemento preciso de proteinas que
podrian antagonizar o promover la interaccion posterior de los componentes
espliceosomales con sitios de corte y splicing alternativo. Hay secuencias
moduladoras que actuan como potenciadores (sitios ESE o ISE, del inglés Exonic
Splicing Potenciador o Intronic Splicing Potenciador) o inhibidoras (sitios ESS o ISS,
del inglés Exonic Splicing Silencer o Intronic Splicing Silencer), donde estos sitios
son reconocidos por las proteinas SR que tienen funciones en varios pasos del
ensamblaje del espliceosoma, pero algunos otros son reconocidos por hnRNPs que
tienen dominios de unién de tipo ARN, asi como dominios auxiliares que a menudo
estan involucrados en interaccion proteina-proteina y tienen multiples funciones en
el metabolismo de pre-ARNm y ARNm. Aunque se ven mas comunmente como
represores, los hnRNP individuales también pueden estimular el uso de sitios de
splicing alternativo, principalmente a través de ISE. Un ejemplo de lo antes
menciona es la activacion de un sitio 5 débil de splicing en el éxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) se efectua mediante la unién de hnRNPs a un ISE de repeticidn
CA[2, 19, 18, 23].



La concentracion y activacion de los factores de splicing pueden desencadenar en
procesos cancerosos, lo que con lleva a la produccion de diferentes isoformas y asi
formar alteraciones en la funciéon celular, causando enfermedades o también
pueden ser un indicador de un defecto subyacente. Observando un panorama mas
general, la regulacién del splicing podria utilizarse para generar una nueva
herramienta terapéutica por lo ya mencionado antes. Los efectos de las mutaciones
en el splicing son diferentes y dificiles de predecir, pero cuando ya se tiene alguna
mutacién podemos observar en ocasiones un efecto fenotipico que se presenta por
la isoforma que se expresd [38, 40, 42]. Para la correccién de estos eventos
andmalos de splicing, se ha demostrado que los oligonucledtidos anti sentidos
(OAS) son capaces de restablecer la correcta expresiéon de un gen mutado, por ello
al tener eventos de splicing en el cancer de mama pueden ayudarse de OAS como
una via de tratamiento. En otros casos se podria utilizar siRNA para silenciar alguna

isoforma en particular que se conozca su efecto para poder evitar se exprese [68].

2.2. Alteraciones del splicing en el cancer

El splicing alternativo genera multiples isoformas de un mismo gen, algunas de las
cuales pueden presentar alteraciones con implicaciones funcionales en la
traduccion proteica. Estas modificaciones pueden afectar la funcién del receptor o
su interaccion con ligandos, dando lugar a procesos como un aumento en la

apoptosis o la senescencia [51].

Estas alteraciones son frecuentes en el cancer. De hecho, el proyecto del genoma
del cancer del Wellcome Trust Sanger Institute (Reino Unido) ha identificado 488
genes humanos con mutaciones asociadas a diversos tipos de cancer, de los cuales

63 presentan mutaciones que afectan directamente su splicing alternativo [17].

Un ejemplo que se investigd son las mutaciones germinales en el gen BRCA1 que
pueden considerarse como marcadores de predisposicidn para cancer de mama y
ovario, algunos de los cuales alteran sitios donadores o aceptores de splicing, asi
como las regiones que flanquean los limites intrén/ exén. Un estudio bioinformatico
identifico 23 elementos potenciadores altamente conservados a lo largo de los 22

exones del gen BRCA1 y de ellos un 61% estan alterados en el cancer de mama,



de acuerdo con la base de datos del Nucleo de Informacién del Cancer de Mama
[40, 68]. Otro ejemplo de la alteracion del splicing en el cancer son las presentes en
el gen SEMA3F se expresa en una nueva isoforma que expresa semaforinas donde

ayuda a la movilidad y adhesion, a su vez a procesos metastasicos [3].

Las alteraciones en el empalme alternativo que se generan son dadas por
mutaciones en elementos reguladores o elementos de la maquinaria, algunos
ejemplos de esto es lo que pasa con las snRNP (small nuclear ribonucleoproteins)
que son los componentes centrales del spliceosoma, en algunos pacientes con
cancer se pueden encontrar mutaciones en algunos factores como SF3B1 o U2AF1,
donde las alteraciones muestran un efecto en la tumorogénesis [51]. Por otro lado,
se encuentran loe elementos reguladores como las proteinas SR o hrRNPs que se
encuentran alteradas como las siguientes hnRNPK, hnRNPM, PTBP1 y RBM10 dan
como resultado alteraciones en sefalizacion, anclaje, invasion y proliferacion celular
[65].

2.3. El receptor ADGRG1

El gen ADGRGH1 codifica a un receptor ADGRG1/GPR56 la cual es una proteina de
693 aminoacidos, el gen se encuentra en la posicion 16g21. Cuando el transcrito
del gen sufre splicing se han detectado 5 isoformas de la proteina GPR56, las cuales
difieren en la composicion de la regidn extracelular y el primer bucle intracelular. La
proteina GPR56 tiene un dominio pentraxin/laminin/neurexin sex-hormone-binding
globulin-like (PLL N-terminal) y un dominio GAIN C-terminal en su region
extracelular, dos isoformas no contienen el dominio PLL N-terminal [49]. Se muestra
que GPR56 pude apoyar en adhesion en gliomas, en la regularizacion de la
mielinizacion del sistema nervioso central y la progresién del melanoma al

interactuar con su ligando [57,60].

El gen GPR56/ADGRG1 se ha estudiado en cancer colorrectal, cervicouterino,
cancer 0seo, entre otros, encontrando estudios donde sugieren que apoya en la
progresion, se ve su presencia por el ligando de colageno tipo Il en
GPR56/ADGRG1 en células tumorales metastasicas de cancer de mama. También

se puede analizar que GPR56/ADGRG1 al reducirlo previene la formacién de



tumores 6seos [28, 58]. No solo se encuentra evidencia en esos tipos de cancer
sino también hay estudios en leucemia mieloide aguda donde el factor de
transcripcion del sitio de integracion viral ecotrépico 1 (EVI1) expresa a GPR56
contribuyendo a la inhibicion de la apoptosis siendo un marcador, disefiaron un
compuesto silenciador de genes llamado pirrol-imidazol poliamida (PIP), donde este
compuesto por anillos aromaticos de aminoacidos N-metilimidazol (Im) y N-
metilpirrol (Py), se van a dirigir a la union de EVI1 dentro del promotor GPR56,
provocando la inhibicion de la expresion de GPR56 y suprime el crecimiento celular
[55].

2.4. siRNA

Es un ARN de interferencia (ARNi) tienen una alta especificidad en el silenciamiento
en genes de interés, son un mecanismo con el que cuenta la célula para su
regulacion post transcripcional, pero pueden sintetizarse para poder combatir
especificamente un efecto ventajoso o perjudicial para la célula [8,20]. Hay varios
tipos de silenciamiento, pero se encuentra la diferencia al ver secuencias blanco y
la estructura proteica de los componentes potenciadores. Son caracterizados por
una doble cadena con una longitud de 19-25 pares de bases, las cuales se
encuentran en el citosol y tiene un inicio por medio de la RNAdc larga, donde se
procesan estas pequefias secuencias por la enzima RNAsa Il Dicer, que seran
guiadas para incorporarse al mMRNA por complementariedad para su degradacion,
empleando el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) (Figura 6) [30].
La enzima DICER va a reconocer y cortar secuencias de miRNA monocatenarios
de 50-70 nucledtidos (nt), y va a formar los miRNA o siRNA de una manera natural,
para generar un silenciamiento, por ello se menciona que el silenciamiento es parte

de una regulacion post transcripcional [67].
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Fig 7 Mecanismo de RISC y la modulacidn post transcripcional.

Se puede visualizar el proceso de expresion génica y como es regulado por siRNA promoviendo el
silenciamiento en una porcién del gen de interés [67].

Pero en el caso de inducir el silenciamiento con siRNA artificialmente va comenzar
uniéndose el sitio 5" de la proteina argonauta (AGO) formando un complejo RNA-
induced silencing complex (RISC )(Figura 7), el cual determina la direccion de carga
y cual de las dos hebras se ocupara como guia para RISC, la hebra que se escoge
dependiendo de su extremo 5’ ya que debe reconocer conexiones débiles, con
Adenina y Uracilo o que tengan un desajuste [27], después de esto la proteina AGO
va reconocer un dominio N terminal que permite abrir la doble cadena del siRNA
para que el dominio PAZ haga una rotacion pivotante con su union 3” formando asi
la separacion de la cadena guia, después el complejo RISC se va unir a la cadena

guia y al ARNm de interés para su escision y poder generar el silenciamiento ya sea



cortando o reclutando proteinas que median la represiéon o que desestabilizan la
traduccion (Figura 8) [24,27].
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Fig 8 Complejo RISC y proteina AGO, ejecutores del silenciamiento.

Se observa como el dominio de la proteina AGO puede ayudar a la separacion de la
cadena guia del siRNA para poder efectuar el sileciamiento [27].

El complejo de silenciamiento RISC cuenta con 4 dominios los cuales son la region
semilla, central, suplementaria y de cola, donde cada dominio reconoce diferentes
partes de la cadena guia del siRNA; el sitio que reconoce la region semilla son del
2° al 8° nucleodtido desde el extremo 57, mientras la region central reconoce el 9° al
12° nucledtido, la regién suplementaria reconocera del 13° al 17° nucledtido, en esta

parte se estabiliza la unién con el sitio diana y en el dominio de la cola podemos



encontrar el nucledtido 18° y la cola del siRNA [55], este ultimo dominio ayuda a
reclutar factores adicionales. En las proteinas AGO se tiene un dominio PIWI-PAZ
el cual recluta a otras proteinas AGO para la regresién traduccional, dependiendo
de las caracteristicas de la unién del ARN pequefio y el RNAm, si tenemos una
union del 100% de siRNA y un ARNm blanco, genera que el centro activo de la
endonucleasa del RISC forme una horquilla entre el ARNm blanco y el siRNA,

formando una represion traduccional [6,66].

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Con los antecedentes mostrados anteriormente se identifica que el cancer de mama
es el segundo lugar en incidencia en la variedad de canceres reportados en la ONU,
mostrando una mortalidad del 39% de los casos reportados. Una subpoblacion
presenta un perfil de cancer triple negativo, cuyos pacientes cuentan con pocos
tratamientos que suelen ser efectivos y tomando en cuenta que es el 4° lugar en
muertes de mujeres a nivel mundial, se considera relevante la incidencia de esta
enfermedad. Un candidato prometedor es el gen ADGRG1, dado que evidencia
previa en otros tipos de neoplasias (e.g., cancer de hueso, piel y cerebro) sugiere
que la sobreexpresion de su isoforma corta esta asociada con un aumento en
la proliferacion y migracion celular, procesos clave en la progresion tumoral. En este
trabajo se tiene como objetivo el silenciamiento de una isoforma corta del gen
ADGRG1 que este afectando la progresion, migracion y la metastasis del cancer
triple negativo. El disefio experimental plantea evaluar si la silenciacion del
gen ADGRG1 mediante siRNA dirigido al exén 2 afecta selectivamente las
isoformas implicadas en la proliferacion y migracion celular en cancer de mama.
Esta hipdtesis se sustenta en hallazgos previos que vinculan a ADGRG1 (también
conocido como GPR56) con la motilidad celular en neoplasias malignas. En
particular, Sasaki et al. [58] demostraron que la expresion de este gen esta
correlacionada con un fenotipo migratorio en cancer de hueso, lo que sugiere un

posible papel conservado en otros tumores, incluido el BrCa.



Para generar el silenciamiento se utilizaran mecanismos de interferencia de ARN,
utilizando para este fin a siRNA los cuales ya han sido reportados como un posible
tratamiento de cancer de mama, ya que en combinacion con otras terapias muestran

un efecto favorable [20,30].
4. HIPOTESIS

El gen ADGRG1 codifica cinco isoformas proteicas reportadas, de las cuales la
isoforma corta (ADGRG1-S) ejerce un papel critico en la proliferacion de células de
cancer de mama triple negativo (TNBC). El silenciamiento selectivo de esta isoforma
mediante siRNA dirigido al exén 2 provocara una reduccién significativa en la

viabilidad celular.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

¢ |dentificar la isoforma corta (ADGRG1-S) y el efecto del silenciamiento en un

contexto de cancer de mama

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
e Analizar los eventos de splicing anotados para el gen ADGRG1.
o Establecer el perfil de expresion basal para el gen ADGRG1 en lineas
celulares de tejido mamario.
e Determinar el efecto del silenciamiento del gen ADGRG1 sobre la viabilidad

celular.

6. MATERIAL Y METODOS
e Diseno del estudio.

Estudio prospectivo, expresion y silenciamiento genéticos.
6.1. Condiciones de cultivo para tratamiento con Lipofectamina 2000

Para el siguiente estudié se utilizaron Células MDA-231 en un medio DMEM

completo, que contiene 500 mL de medio, 56 mL de suero fetal bovino, 6 mL de L-



glutamina y 6 mL antibidtico-antimicotico, en placas de 6 pozos con una
concentracion del subcultivo de 500 uL, con una temperatura de 36.5 °C y con CO2
al 5%, por otra parte, una confluencia del 40%-50% al realizar el tratamiento (36 hrs
después del subcultivo), teniendo en cuenta que se encontraran en un pasaje del 3
al 35, permitiendo asi tener condiciones 6ptimas para el estudio. Para poder realizar
la transfeccidn de los siRNA se utilizé un tratamiento con lipofectamina 2000, ya que
con la formacién de liposomas de las subunidades lipidicas se insertaran los siRNA
a las células. Para tener una eficiente transfeccién se debe tener en cuenta los
cambios morfoldgicos, no presentar contaminacion de microorganismo, tener en
cuenta que no deben ser tratadas con antibidtico-antimicotico 24 hrs antes del
contacto de la lipofectamina que se encontrara en una concentracién de 1 mg/mL,
tomando 0.015 pg/uL y 0.0225 ug/uL, también tener en cuenta el suero con el que
se adiciona, cuidando que no se genere una inhibicion en la transfeccién mediada

por lipidos catidnicos [35].
6.2. Condiciones para la extracciéon

Se cuidé que las placas tengan un minimo de confluencia del 70% en cada pozo de
la placa antes de la extraccion, posteriormente con ayuda de espectrofotometria se
analizé el nivel A260/A280 que se encuentre en los rangos de 1.7 — 2.00, asi
también como una concentracién de la muestra arriba de 200 pg/mL. Para
posteriormente utilizar el mini kit de purificaciéon total de ARN de tejidos para su

extraccion del material genético.

6.3. Analisis bioinformatico:

6.3.1. Analisis de las isoformas reportadas

Del gen de GPR56/ADGRG1 se analizaron las isoformas reportadas en NCBI,
buscando si es que presenta una isoforma corta y otra larga que podamos analizar
con el tratamiento de siRNAS. Se busca en las isoformas reportadas que haya un
cambio en los pares de bases para identificar si es que se tiene un perfil, se llegan
a tomar los que se encuentren con mayor frecuencia o si hay un evento de splicing.
Se identifico cuales exones cambiaban de longitud o cuales desaparecen en las
isoformas reportadas, se comprara las secuencias de NCBI y la pagina de UCSC



Genome Browser, en ambas paginas se realizaron BLAST para la identificacién de

un cambio en las secuencias.
6.3.2. Identificacidn de sitios trans y cis de regulacién del splicing

Se analizé si dentro de las secuencias tomadas hay sitios en cis o trans que puedan
afectar junto con el siRNA el porcentaje de cuantificacion de una isoforma corta y
una larga. Se buscaron los sitios ESS y ESS para identificar si estos pueden
interferir con el silenciamiento y a su vez con la isoforma que se genere, el analisis
se realizé por medio de NCBI y con la buscada de secuencias de union de la tabla
1.

6.3.3. siRNA

Al tener la identificacion de la isoforma corta y la isoforma larga se localizaron
donde serian esos sitios que permitiria ver la expresion de la isoforma corta o larga
del gen ADGRG1 que podrian promover el silenciamiento en el gen de interés,
posicionando uno antes y uno después del comienzo de la isoforma corta del exon,
para poder evaluar el silenciamiento, se tomaron secuencias cuidando las
caracteristicas principales de los siRNA, por ejemplo, que sea una secuencia

conservaba, entre otras. Los siRNAs se sintetizaron por la compafia IDT.

La transfeccion se realizé con medio de lipofectamina 2000, mas adelante se habla

a detalle como se realizé.
6.3.4. Diseino de oligonucledétidos

Para poder medir el silenciamiento y la expresion del gen se tomaron como
referencia un juego de oligonucledtidos, cuidando las caracteristicas como el
porcentaje de Guaninas y Citosinas entre el 50%- 60%, el tamafo del
oligonucledtido debe ser de 18 a 24 pares de bases, una temperatura entre el 55y
80 °C, que no generen estructuras secundarias, entre otras caracteristicas. Se
analizaron en el programa de NCBI y en biotools, para verificar que se encontraran

en los parametros que se caracteriza un oligo [30].



6.4. Analisis In vivo

6.4.1. Linea celular

La linea celular con la que se trabaja es la linea MDA-MB-231 con morfologia de
tipo epitelial, las caracteristicas con las que cuenta son las siguientes: una forma de
células fusiformes muestra un fenotipo invasivo, alta eficiencia en formar colonias,
entre otras (Fig. 9). Es una linea celular usada para hacer estudios in vitro de cancer
de mama triple negativo, ya que no cuenta con sobrexpresion de HER2 y no cuenta
con receptores ER ni PR, que es una caracteristica de este tipo de cancer. Para
obtener esta linea celular fue aislada en Cancer Center en 1973, a partir de un sitio
metastasico de derrame pleural en una mujer de 51 afnos de etnia caucasica que

fallecié de esta enfermedad en el Hospital Anderson en Houston [1, 44].

La linea celular MDA-MB-231 cuenta con resistencia a terapias hormonales, siendo
un reflejo de lo que se vive al recibir ciertos tratamientos en el cancer, cuentan con
un fenotipo de tipo mesenquimal y cuentan con una capacidad de generar tumores
en ratones inmunodeprimidos. También hay estudios en estas lineas celulares ya
gue cuentan con mutaciones en oncogenes y genes claves en la supresion tumoral
como son TP53, KRAS Y BRAF [7, 44].



ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

Low Density Scals By = 10%pm

High Dansey Scale Bar = 100um

Fig 9 Morfologia de linea celular MDA-MB-231.

Se observa la morfologia tipica de células MDA-MB-231, donde se observa su forma alargada
con sus husos largos, siendo una linea celular usada para estudiar cancer triple negativo por
sus caracteristicas [1,7, 44].

6.5. Ensayos de silenciamiento
6.5.1. Transfeccién de siRNAs con lipofectamina 2000

La transfeccion se realizé cuidando las condiciones marcadas en el protocolo
del fabricante [44], después de subcultivar las células del matraz madre, se dejan
en crecimiento por 48 hrs, después se retira el medio y se le adiciona un medio
libre de antiobidtico-antimicético 24 hrs antes de su tratamiento y se pasa con
medio Opti-MEM cuidando la relacion de concentracion final del siRNA de 33nM
y utilizando el reactivo lipofectamina 2000 agregando 0.015 ug/uL o 0.0225
Mg/uL respectivamente, cuidando los tiempos marcados en el protocolo [44],
para tener un volumen final en el pozo de 400uL dejandolo actuar 5 horas y
posteriormente se hace un cambio de medio con medio DMEM completo por un

lapso de 36 horas.



Las condiciones que se tomaron fueron un control negativo, un control positivo
para lipofectamina pero negativo para siRNA y la siguiente condiciéon fue siRNA
positivo y lipofectamina positivo, esta ultima condicién se repitié con el otro par
de siRNA.

6.6. Evaluacion del efecto de los ensayos de silenciamiento
6.6.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 a partir de las células MDA-MB-231 que son
cultivadas como se indica anteriormente y se realiza una tripsinizacion antes
para poder despegarlas de la caja Petri de cultivo, para posteriormente
neutralizarlo y se realice el proceso de extraccion con el mini kit de purificacion
total de ARN de tejidos, con un lavado PBS al 1X previo, respetando las

condiciones establecidas por el fabricante [53].
6.6.2. Cuantificacion mediante espectrofotometria

Nos brinda al pasar un haz de luz sobre la muestra y detectarse en el
fotodocumentador la cantidad de luz no absorbida, pasando asi a sefales
eléctricas que permiten calcular la concentracion de la muestra y su nivel de
pureza, permitiendo que las muestras se encuentren en un rango arriba de 200
pg/mL y una A260/A280 entre 1.7 — 2.00 para tener un nivel fiable de pureza y
tener una concentracién optima [13]. La dilucion utilizada es de de 4 pL de

muestra + 196 pL de agua libre de RNasa.

6.6.3. Transcripcion reversa
Se prepardé la muestra de RNA que se extrajo en pasos anteriores para
posteriormente ponerlo a realizar ciclos con oligo (dT), dNTPs vy la transcriptasa
reversa que se utiliza es la RevertAid Reverse Transcriptase para poder generar
el cDNA, el protocolo que se utilizd fue el marcado por el fabricante respetando
una concentracion de 3500 ug/mL en cada reaccion [11].

6.6.4. Amplificacién por PCR

Se utilizé la PCR para hacer muchas copias de una secuencia genética cDNA

anteriormente generado, con el fin de analizar el silenciamiento y las condiciones



control. Luego, con la enzima llamada ADN—polimerasa amplificamos ese trozo de
ADN. Las copias de ADN amplificadas ayudan a identificar si hay una isoforma que
produce la molécula especifica de ARNm. El kit que se utilizé es el de la enzima

Dream Taq Green PCR Master MIX con el protocolo marcado por el fabricante [13].
6.6.5. Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizoé la técnica de electroforesis para poder analizar las isoformas que se
presentan por los ARN que tenemos para identificacion de las isoformas, esta
separaciéon como lo dice su fundamento es por medio de cargas eléctricas para
separar las moléculas en funcién a sus tamafio y carga eléctrica. El gel que se utilizd
es a 1.2% por las pb que se amplificaron, con un corrimiento de 1 hora 20 minutos
para poder ver un bandeo mas definido, se utiliza un marcador de peso molecular
de 1000 pb [61].

6.6.6. Conteo celular

Se realizdé un conteo celular con una concentracion de 10 pL de muestra por 40 uL
de azul de tripano, teniendo un volumen final de 50 yL de muestra. Se realiza el
conteo en camaras de Neubauer con ello se evalua la proliferacién celular, tomando
10 pL del volumen final y se observa al microscopio para comenzar el conteo,

teniendo en cuenta que las células en un tono azul ya se encuentran muertas.
6.6.7. Densitometria

Se llevo a cabo por medio del procesamiento de imagenes tomas de la electroforesis
con el programa ImageJ, el cual permite poder cuantificar que cantidad de ARN se
cuenta en el bandeo generado en la electroforesis, también comparandolo con el
control de B Actina, ya que el programa Imaged, arroja graficas que permiten
posteriormente la cuantificacion del bandeo y después se tiende a comparar la

imagen del bandeo con B Actina y las muestras con tratamiento.



6.6.8. Analisis de datos

Los datos recolectados del disefio experimental se analizaron en hojas de calculo y
graficos estadisticos y figuras en medios digitales como es Excel, Imaged,

SnapGene y Canva.



7. RESULTADOS

7.1. Analisis bioinformatico

7.1.1. Diseno de oligonucleétidos
Se analizan las secuencias reportadas en la base de datos de NCBI con el
objetivo de identificar las diferentes isoformas reportadas para el gen ADRG1
y comparar las regiones variables para cada una. Asi, se identificd el cambio
de Exones en cada isoforma, se evalua que evento de splicing es el que
podria haber generado el acortamiento de la isoforma en el caso de la
isoforma corta, segun los datos reportados en articulos sugieren que el
evento es una exclusidn del primer exdn recorriendo el marco de lectura

hasta el segundo exén, en la posicion 57,650,302nt (Fig. 10).

Oligo 1

Fodward 5°GTG GTG ACT TCC AAG AGT GAC 3" GC: 52% Tamafio: 21
nt

Revers  5TGT GGA AGG AGAAGGTGAAGCT3  GC:50% Tamano:22
nt

PRODUCTO ESTIMADO RT PCR: 522 pb Tw: 68°C

Localizacion en el cromosoma:
Fodward 57 650 253 — 57 650 273 nt
Revers 57 651 602- 57 651 602 nt

Producto con intrones y exones: 1359 nt
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Isoforma larga

\ ) Isoforma corta
I/\ 3 /

1359 pb

Oligo 1
Forward 5' GTG GTG ACT TCC AAG AGT GAC 3'
Reverse 5' TGT GGA AGG AGA AGG TGA AGC 3'

Fig. 10 Estructura del gen ADGRG1. Se observa la localizacién de la isoforma corta y la isoforma
larga del gen ADGRG1 vy la ubicacién del oligo para detectar su expresion.

Se observa en la Fig. 10 como el corrimiento del marco de lectura genera una

isoforma con menor numero de exones, eliminado el exén 1 en el gen ADRG1 y un

tamano acortado comparado con la primera isoforma por la pérdida del exon 1. Al

obtener el producto del oligo 1, tendremos un producto de 1359 pb que incluye dos

exones y un intrén, cuando en el marco de lectura se toman solo los exones se

obtiene un producto de 522 nt.

7.1.2. Disefo de siRNA

El disefio del siRNA tiene como objetivo la identificacién de isoformas, ya que su
localizacion es tomando parte del primer intron, el exéon 2 y 3, mientras en el
siRNA2 toma en cuenta el exdén 4, esas posiciones se identificaron por medio de
BLAST, donde se encontro la perdida de exones y reducen su marco de lectura,
se tomaron en cuenta secuencias potenciadoras y silenciadoras (Fig. 11), también
sitios de unién para factores reguladores del splicing que pueden promover el
silenciamiento o tener un efecto contrario (Tabla 1); se identificaron los sitios de
union y cuantas veces es posible encontrarlos.

Localizacion en el cromosoma:



siRNA1
5 TTG UGG CUC CGU AAC ACU 3'
5' CAC GGC CGC UCA CAA UGC 3
9.4 nm MW 17,112.4

SiRNA 2
5' TTU AGG CCA GGA GGA GCU 3'
5' UGG UGU CCU UCG AGG AG 3
9.9 nm MW 17,356.5
ADGRG1
] 5 6

primer siRNA1
<IRNA1 @ A 5 TT ACU 3
< G UGG CUC CGU AAC
SIRNA 2 @ ’ 5' CAC GGC CGC UCA CAA UGC 3'
siRNA 2
, 57T cusz

T AGGCCAGGAGGAG

7 5' UGG UGU CCU UCG AGG AG 3'

W E£nhancer
B Silencer

Fig. 11 ADGRG1 y siRNA. Podemos observar la localizacion de los siRNA en el gen de interés, se encuentran
unas flechas azules que hacen referencia al sentido de la secuencia de unidn del siRNA, las letras rojas
marcadas en los siRNA muestran los sitios que no se acoplan al ARNm, en verde se muestran sitios
potenciadores y en rojo los sitios silenciadores (1. hESC H3K27ac-H3K4me1, 2. dehESC H3K27ac-H3K4mel, 3.
Region silenciadora 7535, 4.hESC H3K4mel, 5. Region silenciadora_7535, 6. hESC H3K4mel, 7. hESC
H3K4mel)



Los sitios de unién potenciador y silenciador son los siguientes:

1. Potenciador hESC H3K27ac-H3K4me1 chr16:57661723-57662378
2. Potenciador dehESC H3K27ac-H3K4me1 chr16:57662379-57663034
3. Regidn silenciadora 7535 chr16:57628672-57628741

4. Potenciador hESC H3K4me1 chr16:57665003-57665658

5. Region silenciadora_7535 chr16:57685116-57685516

6. Potenciador hESC H3K4me1 chr16:57692922-57693920

7. Potenciador hESC H3K4me1 chr16:57693921-57694919

Se sugiere que existen sitios de pegado para factores reguladores de splicing a lo
largo del gen los cuales podrian ser potenciadores o silenciadores para la regulacion
de la expresion de los exones que se codifican y den paso a las isoformas

reportadas. A continuacién, se muestra un resumen de los sitios identificados.

Tabla 1. Sitios de unién para proteinas SR y hnRNP identificadas en el gen
ADGRG1

Factor regulador del Sitio de Numero de sitios

splicing reconocimiento identificados en el gen

RGAAGAAC

GRYYCSYR 40
UGUUCSAGWU 1
AGGAGAU 7
UGCNGYY 62
UGCGUC 1
YYWCWSG 139



_ ACDGS 333
USCGKM 28
- URCRUC 18
B "
GACGAC 1
- CUGGAUU 5
UAGGGU 12
- UAGGGA 17
ATTTA 28
GTTTG 39
TTGA 141
ATTTA 28
GGGGGCUG 7
TTGGGT 11
GGGGGC 30
TGTGG 104



GGGA 424
GGGGGCUG 7
UGCAUG 16
26
TTCTCT
CTCTCT 28
TCTTC 70
URCRUC 7
USCGKM (S:G o C; K:U 32
0G; M:Ao C)
UGCGUC 1
ACDGS20 (D:A,GoT; 336
S:GoC)
- - ”
7.2.Tratamiento con siRNA
7.21. Ensayo de proliferacion celular

Se identificd por medio de conteo celular y azul de tripano la cantidad de células con
camaras de Neubauer, el objetivo es ver si se encontraban en optimas condiciones
ya que el azul de tripano tiene como fundamento colorear de azul aquellas células
que su membrana celular este comprometida, mientras células que se encuentran

viables no absorben el colorante. La lipofectamina se utiliza en este estudio con el



objetivo de que al formar liposomas catidnicos ayuda a la transfeccién del siRNA,
este experimento se realizé por duplicado. Se probaron diferentes cantidades de
lipofectamina 2000 para evaluar si es que no se tenia un efecto perjudicial en las
células, se identificé un cambio en la tasa de proliferacion que es alterada por la
lipofectamina 2000, donde la tasa de proliferacion control es tomada por 138
unidades, por su parte con una concentracion de 0.0225 ug/uL se obtuvo una baja
del 33% en la proliferacion, mientras con 0.015 pg/uL de lipofectamina se obtuvo
una baja del 12 % y en 0.01 pg/pL se cuenta con una baja del 8 % en la proliferacion,
podemos inferir que entre mayor sea la cantidad de lipofectamina la estabilidad de
la membrana celular se ve alterada y por ello se tiene una disminucion en la

proliferacion, ya que mueren las células (tabla 2).

Tabla 2. Ensayo de proliferacion mediado con lipofectamina 2000

Tratamiento Cantidad de Conteo Variacion Tasa de

lipofectamina con proliferacion

2000 relacion

STl =TI EN 0.0225 pg/pl 92 -46 -33 %
2000+ /siRNA

al control

Sl el IEN 0.015 pg/plL 121 -17 12 %
2000+ /siRNA

ST CEHEIGEN  0.01 pg/ul 128 -10 -8%
2000+ /siRNA

De este experimento se obtuvo que la cantidad en la proliferacion son alterados de

acuerdo con la cantidad de lipofectamina y podemos observar también el numero



de células que se obtienen del ensayo de viabilidad van cambiando de acuerdo con
la concentracion ya que se pierde su viabilidad, también tener en cuenta que existe
una variabilidad en la morfologia tomando una forma ovalada, en consecuencia por
una concentracion mayor de lipofectamina 2000, también su membrana se

encuentra comprometida generando muerte celular, tifiéndose de azul.

Se observd un cambio en la morfologia celular al realizar el conteo en las células
que estaban tratadas con siRNA y las que tenian tratamiento con lipofectamina, se
observa una morfologia mas ovalada, mientras en las células control conservan una
morfologia mas redondeada y en el conteo se identifica una disminucién de

proliferacion (Fig. 18).

Con el objetivo de analizar si el siRNA 1 tenia un efecto en el gen ADGRG1 se
evalua un tratamiento con una concentracion de 0.015 pg/uL de lipofectamina en un
ensayo de proliferacién (Tabla 3), observando que se genera una disminucién de
5% con solo la lipofectamina, mientras que al insertar el sSiRNA1 se tiene una baja
en la proliferacion del 21%, podemos observar que la desviacion estandar es de 1.5
y 1 es decir que cuenta con una leve dispersién en los datos (Fig. 12). Se evalué
con 0.015 ug/uL de lipofectamina ya que en el experimento anterior muestra que la

concentracion de la lipofectamina puede causar muerte y deformacién de la célula.

Tabla 3. Ensayo de proliferacion mediado por el silenciamiento de siRNA 1

Cantidad de Efectivida
Concentracion de Tasa de
Tratamiento lipofectamin Conteo d de

siRNA proliferacion

a 2000 siRNA

Lipofectamina 0 pmol 0.0225 pg/pL 138 No -5%
2000+ /siRNA

0 pL

50 pmol 0.015 pg/uL 115 Si -21%



Cantidad de celulas

Control Lipofectamina 2000+ /siRNA - siRNA 1

Condiciones
Fig. 12 Efecto del silenciamiento del gen ADRG1 sobre el nimero de células MDA-MB-231

Se observa la desviacion estandar de 1.5 para las dos primeras condiciones y para la condicion de siRNA
es de 1y el grafico de barras muestra el conteo de las células de como varia de acuerdo con la condicién
de que se tenga en el grupo de células.

7.3. RT-PCR

Con el objetivo de analizar el efecto del siRNA2 con una concentracioén 0.0225 ug/uL
de lipofectamina 2000, se obtiene como resultado una tasa de proliferacién
disminuida (tabla 4) con un valor del -38% con el tratamiento de lipofectamina,
mientras al agregarle el siRNA 2 tuvo un valor del -29% en la proliferacién
basandonos en nuestra muestra control. Al evaluar la efectividad del siRNA 2 se
observa que no genera un silenciamiento (Fig. 13), asimismo que la disminucion de
la proliferacion celular esta relacionada con la concentracién de la lipofectamina y

no por el siRNA utilizado.



Tabla 4. Ensayo de proliferacion mediado por el silenciamiento de siRNA 2

Cantidad de Efectivida Tasa de
Concentracio

Tratamiento lipofectamin Conteo d de proliferacio

n de siRNA

a 2000 siRNA n

Lipofectami 0 pmol 0.0225 91 No -38 %
na 2000+ Mg/pL
IsiRNA -
50 pmol 0.0225 105 No -29%
Mg/uL

Cantidad de células

Control Lipofectamina 2000+ /siRNA - siRNA 2
Condiciones

Fig 13 Tratamiento con siRNA 2. El gréfico de barras muestra el conteo de las células de acuerdo
con el tratamiento correspondiente. Se observa la desviacidn estandar de 2.2 para las dos
primeras condiciones y para la condicidn de siRNA 2 es de 2.8.

Para evaluar la expresién de la isoforma larga expresada para el gen ADGRG1, se
realizé un ensayo de RT-PCR empleando los oligonucleétidos disefiados y usando

como control a beta-actina. Los productos se analizaron en un gel de agarosa al



1.2% y las bandas obtenidas se cuantificaron por densitometria. Para el gen
ADGRG1 se esperaba un producto 522 pb y para el control de beta actina un
producto de 100 pb. Se realizo los calculos necesarios para estandarizar la
concentracion de RNA en cada reaccion y poder generar en primera estancia el
cDNA vy poder verificar el silenciamiento con el primer 1 por medio de una PCR y
con un control de B-actina. Con el objetivo de estandarizar las muestras se tomaron
los valores de pg/mL en el espectrofotometro y con ellos se logré estandarizar la

cantidad en cada reaccion de RT-PCR.

Con el objetivo de poder visualizar si es que el silenciamiento se realizaba a una
concentracion de 0.0225 pg/uL se probaron los siRNA 1 y 2 respectivamente para
poder observar el bandeo de las muestras, se obtuvo bandeos a 500 pb
aproximadamente y se identific6 que con las cantidades de lipofectamina pueden
variar la expresion del silenciamiento (Fig 14), ya que no se tuvo una disminucion
significativa en el bandeo, por su parte al corroborar por medio de una cuantificacién
de la densitometria podemos observar un cambio minimo en la muestra con solo
lipofectamina y en el tratamiento con siRNA 1 de un incremento de .2 en cada

muestra.



Control

Lipofectamina 2000

SIRNA 1

SIRNA 2

Cn Lipofectamina SiRNA 1 SiRNA 2
na

F1 24601752 26700.631 29675.167 21090.995
F2 2512553 27027.459 29973752 21463116
Inv 23396.681 28677.167 32168581 22525.409
Promedio 24374.65433 27468419 30605.8333 21693.1733
Normalizado 1 1126925479 125564174 0.88998896
Normalizado

con 0.651981214 0.819527329 0.84960125 0.60219067
[-actina

A

Fig. 14 Tratamiento con lipofectamina en siRNA 1 y siRNA 2
Se realiza el tratamiento con 0.0225 pg/uL de lipofectamina, se colocd un marcador de peso molecular
Se observa la expresion del gen del
interés sin tener un efecto en el silenciamiento, asi también un efecto con mayor intensidad en el
siRNA 1 en comparacion con el control y el siRNA2, lo podemos observar por medio de la grafica
de la derecha donde se efectud una densitometria y los resultados fueron normalizados con B-actina®.

de 1000 pb, muestra un amplificado de 500 pb aproximado.

C

0.602190669

D

Las bandas del gel de acrilamida se cuantificaron mediante densitometria con

Imaged para evaluar la expresiéon de RNA. El analisis revel6 que el tratamiento 1 no

mostré diferencias significativas entre control y condiciones experimentales (Fig. 14,

tabla derecha); también que el siRNA2 presentd solo un cambio minimo en el

bandeo, mientras que siRNA1 y lipofectamina mostraron patrones similares (Fig. 14,

grafica).



En el tratamiento 2, la transfeccion con siRNA1 (0.015 pg/uL de lipofectamina)
mostré que los valores del control son mas altos que los del siRNA1. Tras la
normalizacion con beta actina, se observa una reduccion del 50% en el bandeo del

siRNA en comparacion con las células control (Fig. 15).

La RT-PCR de este tratamiento confirmé una disminucién en la expresion génica
por efecto del siRNA1, sin cambios en las demas bandas (Fig. 15). La expresion
relativa se redujo a 0.5 frente a los controles, y el producto de RT-PCR mostré un
bandeo consistente en 500 bp en las tres bandas analizadas. Los valores obtenidos
nos sugieren que fue posible obtener un silenciamiento con el siRNA 1, pero no con
el siRNA 2.

o= Lipofectamiaa 1
F1 17754.794 17954794 9176.702
A B C D
F2 16929.823 16687.897 7637.024
Control
Lipofectamina 2000 - + + o Inv 17695.723 17495356 8421832
SIRNAT ’ ’ ¥ ) Premedio 17460.113 17379349 8411.85267
siRNA 2 - - . +
N 1 0.99537431 0.48177539
A B C e
con - 1.000000018 1110246951 0.499987245

1000 bp
900 bp
800 bp

700 bp
600 bp

1.110246951
500 bp 1.000000018
400 bp
300 bp
200 bp 0.499987245
100 bp

Fig 15. Tratamiento en una concentracion de 0.015 pg/uL de lipofectamina probado en el siRNA 1

La RT-PCR se realizé con 0.015 pg/uL de lipofectamina. A la izquierda se observan las muestras con el primer
de interés, mostrando una menor intensidad de bandeo en comparacidn con el control. Los analisis graficos
revelaron una disminucién de 0.5 en la expresién del siRNA normalizada con B-actina, confirmando una
reduccion en la expresidn génica.



Efecto del silenciamiento sobre la morfologia celular

Con el objetivo de identificar un cambio en la morfologia de las células MDA-231 se
monitorizo el tratamiento en diferentes horarios. Inicialmente (48 hrs) se observaba
una morfologia similar a la reportada para esta linea celular, con husos largos y
estrechos, cuando se termina esté tiempo se intercambia su medio a un medio sin
antibiotico, podemos observar células redondeadas que apenas se encuentran
adhiriendo a la placa y células con husos mas estrechos con una confluencia del
50%-40%, al transcurrir 24 hr después de este ultimo cambio siguen con esa
morfologia aunque se observan mayor confluencia por la formacion de aglomerados
y formas redondeadas, al colocarle el tratamiento y dejarlo con el medio Opti-MEM,
después del cambio de medio a las 6 hrs no se ve algun cambio morfolégico al ser

tratadas con lipofectamina y el siRNA.

Posterior a las 36 hrs después del tratamiento antes de su extraccion se observan
las células control con husos estrechos y células redondeadas con una confluencia
del 100%-90%, mientras las células transfectadas con el siRNA se muestran con
una morfologia mas alargada y con husos mas largos, en una confluencia del 80%-
90% (Fig. 18).



Fig. 16 Cambios morfolégicos celulares después del tratamiento con lipofectamina 2000

Al finalizar el tratamiento, las células control alcanzaron un 100% de confluencia, formando
conglomerados y agotando el espacio disponible para adhesion, por otro lado, el medio adquirié un tono
naranjado. En contraste, las células tratadas con lipofectamina mostraron un 80-90% de confluencia,
manteniendo areas disponibles para adhesién. En las imagenes de los campos tratados con siRNA, se
observo una confluencia similar (80-90%), pero con una morfologia celular notablemente mas alargada
y con husos mas extensos en comparacion con las células control, que presentaban husos contraidos.



8. DISCUSION

El cancer de mama es una de las principales muertes en mujeres a nivel mundial,
tomando en cuenta que el cancer de mama triple negativo tiene un mal prondstico
y cuenta con terapias poco eficientes para su tratamiento por su accion ineficiente
o la toxicidad de células sanas, también las dosis mas elevadas y los efectos
secundarios que pueden llegar a tener algunos tratamientos, se apoya que una
terapia con siRNA pueda contribuir a su efectividad, en algunos estudios sugieren
que la combinacién de RNAIi pueden optimizar el tratamiento para cancer de

mama[56].

Estudios previos reportan que el splicing alternativo en cancer de mama genera
isoformas oncogénicas o afecta la supresion tumoral, como observado en los genes
BRCA1, DMTF1, HER2, KLF6 y BIRC5 [41, 54]. Nuestros resultados identificaron
sitios cis y trans con union de proteinas HNRNPK y SR. Las HNRNPK, previamente
asociadas con la regulacién de oncogenes y supresores tumorales, pueden alterar
su expresion cuando se sobreexpresan. Por otro lado, las proteinas SR modulan
procesos apoptoticos, participando en la transcripcion, estabilidad del ARNm,

traduccién y degradacion proteica [29].

Este estudio propone al gen ADGRG1 como posible diana terapéutica en cancer de
mama, dado el papel clave de las proteinas G en la tumorogénesis mediante la
activacién de receptores de tirosina quinasa (RTK). En el cancer de mama triple
negativo, la desregulacién de estas RTK promueve el crecimiento y progresiéon
tumoral [41, 72].

Nuestro analisis bioinformatico revelé que el gen ADGRG1 presenta una posible
exclusién mutua del exdn 1, causando un cambio en el marco de lectura que genera
una isoforma truncada. Aguas arriba del exon 2 identificamos multiples secuencias
de reconocimiento para el factor HnRNP A1 (principalmente UAGGGA y UAGGGU),
junto con sitios de unién para otros reguladores como ASF/SF2 y hnRNP H. El exén
1 contiene repeticiones de "AG", un patron similar al observado en la proteina
SCRIB, donde hnRNP A1 promueve la omisién del exdn 16 generando una isoforma
corta metastasica [72].



Estos hallazgos sugieren que hnRNP A1 podria mediar la exclusion del exdon 1 en
ADGRGH1, produciendo una isoforma corta con posible impacto funcional. En
SCRIB, la sobreexpresién de la isoforma corta en células MDA-MB-231 activa la via
ERK promoviendo metastasis [15,72]. Por analogia, proponemos que la isoforma
larga de ADGRG1 podria regular negativamente esta via u otras relacionadas con

progresion tumoral [72].

Para este estudio se selecciono la linea celular MDA-MB-231 debido a su perfil de
cancer de mama triple negativo (ausencia de receptores ER, PR y HER2) y su
consolidacion como modelo en investigacion del cancer [67,69,72]. Los
experimentos revelaron que el tratamiento con lipofectamina redujo
significativamente la proliferacion celular. Sin embargo, a concentraciones elevadas
se observo: toxicidad celular con disminucidn poblacional y alteraciones

morfoldgicas notorias.

La eleccién de Lipofectamina 2000 como vehiculo de transfeccidon se fundamento
en su reconocida eficiencia para introducir acidos nucleicos en células dificiles de
transfectar, manteniendo una viabilidad celular aceptable [35,36]. Sin embargo,
como se observé en nuestros experimentos, existe una relacion dosis-dependencia
critica entre la concentracién del reactivo (0.01-0.0225 ug/uL) y su impacto en la
fisiologia celular. Las formulaciones liposomales cationicas de este compuesto
neutralizan las cargas negativas tanto del material genético como de la membrana
plasmatica, facilitando la internalizacion mediante endocitosis [35]. No obstante, a
concentraciones elevadas (>0.02 pg/pL), se observé una disminucion en la

proliferacion del 21%, probablemente debido a:
1. Alteraciones en la integridad de la membrana plasmatica
2. Estrés osmoético por acumulacion de complejos liposoma-ARN

3. Activacion de rutas de apoptosis por estrés celular



El analisis comparativo de los dos siRNA evaluados revelo diferencias significativas
en su capacidad de silenciamiento génico. Para el siRNA 2 (5'-
TTUAGGCCAGGAGGAGCU-3'), no muestra un silenciamiento con wuna
concentracion de 0.0225 pg/uL, si llega a mostrar una baja en el bandeo al realizar
la densitometria, esto nos quiere decir que si se forman complejos lipidicos para
poder hacer el transporte del siRNA pero no es suficiente para poder generar el
silenciamiento de la isoforma, algunas limitaciones seria que al ingresar los
complejos liposoma-siRNA se formaron adecuadamente, podrian presentar: una
baja eficiencia de liberacidn endosomal, una degradacion prematura en el
citoplasma y un atrapamiento nuclear post-mitotico [4, 34]. Por su parte la estructura
del siRNA 2 puede mostrar factores que intervengan como una baja estabilidad del
duplex (presencia de bases U en extremos 5'), una posible formacién de estructuras
secundarias que interfieren con el RISC y baja afinidad por la diana de ARNm [6,
66].

Por su contra parte el siRNA 1 (5'-TTGUGGCUCGUUAACACUU-3') demostro una
eficiencia de silenciamiento significativa (~50-60% de reduccion) en las mismas
condiciones experimentales. La deteccion por RT-PCR de un producto de 500 pb
confirma especificamente la disminucion de la isoforma larga de ADGRGH1, ya que
la isoforma corta generaria un producto de menor tamafio molecular y la
especificidad fue validada por controles de amplificacién [34]. Para la interpretacion
de los resultados en esta parte se demostré que la eficiencia de transfeccion fue
dada por la diferencia en silenciamiento ya que el siRNA 1 presenta mejor
incorporacion al complejo RISC, mayor estabilidad del duplex de ARN y un mejor
acceso al sitio diana en el ARNm. Algunas implicaciones bioldgicas que se tienen
en la selectividad por la isoforma larga indican una posible diferencia en la
regulacion postranscripcional y también dominios funcionales exclusivos en esta
variante [4, 34].

Evidencia reciente indica que ADGRG1 desempena un papel crucial en procesos
metastasicos (adhesién, invasion y migracion celular) mediante la modulacion de

receptores de tirosina quinasas (RTK), tetraspaninas (CD9/CD81) que actuan como



proteinas de andamiaje para GPR56 y las vias de sefalizacion pro-tumorales
[12,49].

Estos hallazgos se correlacionan con nuestros resultados, donde el silenciamiento de
ADGRG1 mediante siRNA 1, ya que redujo la proliferacién celular en un 21%
comparado al control, sugiriendo su participacion en redes de sefalizacion
dependientes de RTK y tetraspaninas [46,58]. La interaccion fisica y funcional de
ADGRG1 con estos complejos de membrana podria explicar su impacto en la
progresion tumoral, posicionandolo como un regulador clave de la motilidad e

invasion celular.

En conjunto, los datos demuestran que el siRNA 1 ejercid un efecto bioldgico
significativo en las células MDA-MB-231, evidenciado por la reduccion del 21% en
comparacion a la proliferacién del control y la disminucion consistente en la
intensidad del bandeo (500 pb) mediante RT-PCR.

Estos hallazgos correlacionados confirman la eficacia del silenciamiento génico y
sugieren que la isoforma larga de ADGRG1 podria regular procesos proliferativos

en este modelo de cancer de mama triple negativo.
CONCLUSIONES

o Las células MDA-MB-231 expresan el ARNm que codifica para el receptor
ADGRG1/GPR56.

. El siRNA 5 TTG UGG CUC CGU AAC ACU 3' tiende a disminuir los niveles
de expresion del ARNm que codifica para el receptor ADGRG1/GPR56.

. El silenciamiento del gen ADGRG1 genera una disminucién en la

proliferacion de las células MDA-MB-231.
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Fig. A Secuencias reportadas en la base de datos de NCBI del gen ADGRG1

Se logra apreciar los sitios potenciadores y silenciadores en la parte de arriba de las isoformas reportadas (color
azul aqua), también en la parte de abajo se identifican las tres isoformas que se han encontrado y cambios que se
han encontrado de ellas donde sufren perdida de exones o acortamiento de exones, modificando su marco de
lectura.



A B C D
Control - - -
Cn Lipofectamina SiRNA 1
Lipofectamina 2000 - + + +
siRNA 1 - - + - F1 4061553 37114.652 39712631
siRNA 2 - - - +
F2 35379.338 31240.702 33850.974
Inv 36161.681 32196.823 34507.681
1000 bp
900 bp Promedio 37385.51633 33517.39233 36023.762
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp Normalizado 1.000000001 0.896534157 0.963575351
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Fig. B Controles de calidad para la expresidn genética de ADGRG1

Se puede apreciar la densitometria de la f-actina sin un cambio en el bandeo, obteniendo un producto
de 100 bp.
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