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Abreviaturas

®  Hg: microgramos

e ul: microlitros

e 3’UTR: region 3’ no traducida

e 5’UTR: region 5’ no traducida

e AgRP: proteina relacionada a Agouti

e AHN: nlcleo hipotalamico anterior

e ANR: cresta neural anterior

e AN: nucleo arcuato

e ANSC: células troncales neurales de adulto

e aPV:nucleo anterior paraventricular

e  ARNT2: translocador nuclear de receptores de hidrocarbonos arilo 2
e Arp2/3: proteina relacionada a actina 2/3

e  ASPM: microcefalia asociada al huso mitético anormal
e AVE: endodermo visceral anterior

e  AVP: vasopresina

e  BDNF: factor neurotroéfico derivado del cerebro

e  bHLH; hélice bucle hélice basico

e  BMP: proteina morfogénica de hueso

e CDCR1: antigeno 1 relacionado a degeneracion del cerebelo
e ce: cerebelo

e  CoREST: corepresor de REST

e CREB: proteina de unién a elementos de respuesta cAMP
e CRH: hormona liberadora de corticotropina

e DA:dopamina

e DLHP: punto de visagra dorso-lateral

e  DMN: nucleo hipotaldamico dorsomedial

e DNA: acido desoxiribonucleico

e DRG: raiz dorsal ganglidnica

e DVE: endodermo visceral distal

e E:dia embrionario

e  EMT: transicion epitelial-mesenquimal

e  ESCs: células troncales embrionarias

e ETS: E26 especifico de transformacion

e Exe: ectodermo extraembrionario

e  FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

e FT: factor de transcripcion

e  GFP: proteina verde fluorescente

e  GHRH: hormona liberadora de hormona de crecimiento
e  GnRH: hormona liberadora de gonadotrofina

e GO: ontologia genética

e  GSK3: glucogéno cinasa 3

. h: horas

e Hnrpk: ribonucleoproteina nuclear heterogénea K

e ICM: masa celular interna

e |IPs: progenitores neuronales intermedios

e iSO: organizador del istmo

e Itgb1l: integrina beta-1

e  KIf4: factor similar a Kruppel 4

e  KIf2: factor similar a Kruppel 2



Lamcl: laminina gama-1

IncRNAs: RNAs largos no codificantes

MAP: proteina de unidn a microtubulos

Mash1: homdlogo 1 de achaete scute en mamiferos también conocido como ASCL1
MeCP2: proteina de union a metil CpG

MENA: homoldgo del Drosophila enabled en ratén
MET: transicion mesenquimal- epitelial

MHB: limite entre el mesencéfalo y romboencéfalo
MHP: punto de visagra medio

miRNA mimics: miRNA sintetizado de manera sintética con la misma funcidn
miRNA: microRNA (hace referencia al miRNA maduro o guia)
miRNA*: microRNA complementario

mRNA: RNA mensajero

MSI2: homdlogo de Musashi 12

n-Myc: intercambiable con c-Myc

NECs: células neuroepiteliales

NFIA: factor nuclear 1A

NGF: factor de crecimiento nervioso

Ngn1l: neurogenina 1

Ngn2: neurogenina 2

NSCs: células troncales neurales

NPY: neuropeptido Y

NT3/4: neurotrofina 3

nts: nucleétidos

Otp: ortopedia

OXT: oxitocina

p53: gen supresor de tumores p53

Par3: proteina de particién defectuosa 3

Par6: proteina de particién defectuosa 6

Pfn: profilina

Pl: progenitores intermedios

PtdIns(4,5)P2: fosfatidilinositol 4,5bifosfato
Ptbp1: proteina 1 de unidn a intervalo de polipirimidinas
PrPc: proteina pridnica celular

pre-mirNA: miRNA precursor

pri-miRNA: transcrito primario de miRNA

PVN: nucleo paraventricular

PVZ: zona periventricular

RE1: elemento represor 1

REST: factor de transcripcion silenciador de RE1
RISC: complejo silenciador inducido por miRNAs
RGCs: células de la glia radial

RMST: transcrito 2 asociado a rabdomiosarcoma
RNAs: 4cido ribonucleico

RNA Pol II: polimerasa Il de acido ribonucleico
RhoA: homdlogo de la familia de Ras, miembro A
ROCK: cinasa dependiende de RhoA

Sp1: proteina de especificidad 1

SHH: Sonic hedgehog

Sim1: homdlogo a single-minded 1

SCN: nucleo suprequiasmatico



Scpl: fosfatasa pequefia de CTD

Sept: septina

SGZ: zona subgranular

siRNAs: pequefios RNAs interferentes

SNC: sistema nervioso central

SST: somatostatina

SON: nucleo supradptico

Sox2/9: caja-2/9 del gen y determinante del sexo Sry
STAT6: transductor de sefial y activador de la transcripcion
SVZ: zona subventricular

Tfcp2l1: factor de transcripcion similar a cp2-1
TGF- B: factor de crecimiento transformante
TBRI: receptor de TGFB tipo |

TLX: receptor nuclear huérfano tailless

TPML: transcritos por millén de lectura

TRH: hormona liberadora de tirotropina

VE: endodermo visceral

VMN: nucleo hipotaldmico ventromedial

VZ: zona ventricular

WIP: proteina de interaccion con WASP

ZLI: zona limitante intrataldmica
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Resumen

El sistema nervioso central surge durante la gastrulacién, o etapa trilaminar embrionaria, a partir
del ectodermo y forma en el adulto el cerebro y la médula espinal. El cerebro esta formado por
estructuras discretas con funciones especificas que interactlan para el correcto funcionamiento de
este drgano. Para nuestro grupo de trabajo, el hipotalamo es una estructura de fundamental interés
pues conecta al SNC con el sistema enddcrino y es capaz de responder a diversos estimulos, para
controlar funciones como el control de la ingesta, el peso corporal y gasto energético, el balance de
agua, los ciclos circadianos, el suefio etc.; es decir, mantiene la homeostasis corporal. Con respecto
al desarrollo del hipotdlamo, se conocen diversos factores de transcripcién importantes que son
indispensables para la expresidon de neurotransmisores y hormonas especificas. No obstante, se
desconoce el programa de diferenciacién especifico que lleva al desarrollo de los fenotipos
presentes en el hipotdlamo, asi como los factores que lo regulan. En este sentido, se sabe que el
control post-transcripcional llevado a cabo por microRNAs ejerce un rol importante en la regulacion
de la neurogénesis.

El citoesqueleto neuronal sufre multiples cambios durante todas las etapas de su desarrollo
y maduracion, que le permiten cambiar la morfologia redonda de un precursor a la de una neurona
madura formada de diversas dendritas cortas y un axén largo que se dirigen a localizaciones
especificas para hacer sinapsis y contribuir a la funcionalidad neuronal. Asi pues, la regulacién de
los componentes del citoesqueleto; es decir: los microfilamentos de actina, microtibulos,
filamentos intermedios y septinas es de suma importancia en el desarrollo del cerebro. MiR-7 es un
microRNA que tiene funciones relevantes en la diferenciacién cortical y del bulbo olfatorio, ademas
estad conservado evolutivamente por lo que se considera parte de su “huella molecular”. Este
microRNA es relevante en el hipotdlamo pues se expresa de manera importante en varios de los
nucleos que lo conforman y en nuestro laboratorio se encontré que tiene como blanco funcional al
factor de transcripcion KIf4 importante para el desarrollo de neuronas hipotaldmicas que producen
hormona liberadora de tirotropina.

Mediante la informacidn obtenida por un ensayo de “pull-down”, o captura de blancos de
miR-7 en una linea celular embrionaria hipotaldmica se identificé un conjunto de genes importantes
en el citoesqueleto neuronal, entre los que se encontré a Septinal, Septina8 y Profilina2, que se
expresan enriquecidos en el sistema nervioso central, pero se desconoce su funcién en la
neurogénesis hipotalamica. Se hizo uso de tres plataformas bioinformaticas TargetScan, miRanda-
mMiRSVR y PITA; y sé confirmd que Septinal, Septina8 y Profilina2 son blancos probables de miR-7
por sus caracteristicas termodinamicas y de conservacién. Dicha interaccién se validé por ensayos
de luciferasa Unicamente para Septinal y Profilina2; y se mostré que esta union es especifica ya que
mutaciones de la 3’"UTR en el sitio de unidon de miR-7 inhiben dicha interaccion. A pesar de que no
se identifico los efectos de la inhibicidn reflejados en una disminucién en los niveles proteicos de
ambos blancos, resulta de interés ahondar en el estudio del efecto biolégico de la unién entre miR-
7 yla3’UTR de Septinal y Profilina2. Lo anterior, ofrece la posibilidad de conocer cdmo la regulacién
del citoesqueleto neuronal impacta en la diferenciacién y funcionalidad hipotalamica, asi como en
la homeostasis corporal.



14

Abstract

The central nervous system arises during the gastrulation from the ectoderm, this phase is also
known as the embryonic trilaminar stage, and forms the adult brain and spinal cord. The brain is
formed by discrete structures with specific functions which interact for the proper functioning of
this organ. The hypothalamus is of fundamental interest for our work group since it connects the
CNS to the endocrine system, and it can respond to various stimuli to control functions such as
control of ingestion, body weight and energy expenditure, water balance, circadian cycles, sleep
etc.; in other words, it maintains body homeostasis. Regarding the developmental process of the
hypothalamus there are several important transcription factors known to be necessary for the
expression of specific neurotransmitters and hormones. However, the specific differentiation
program that leads to the development of different phenotypes in the hypothalamus, as well as the
factors that regulate it is unknown. Concerning this, it is known that the post-transcriptional control
carried out by microRNAs plays an important role in the regulation of neurogenesis.

The neuronal cytoskeleton undergoes multiple structural changes during all its developmental
stages and maturation, shifting shape from an all rounded precursor to that of a mature neuron that
is formed by several short dendrites and a long axon that place themselves in specific locations to
make synapses and contribute to neuronal functionality. Therefore, the regulation of the
cytoskeletal components; actin microfilaments, microtubules, intermediate filaments and septins,
is of great importance in the development of the brain. MiR-7 is a microRNA with relevant functions
in the differentiation of cortical and olfactory bulb precursors, and in addition it is considered as the
“molecular footprint” of the hypothalamus since it is evolutionarily conserved in neurosecretory
centers. This miRNA is relevant in the hypothalamus because it is expressed in some of its nuclei.
Our laboratory found that the transcription factor KIf4 is a functional target of miR-7 and important
for the development of hypothalamic neurons that produce thyrotropin releasing hormone.

The information obtained by a miR-7 pull-down assay pointed out several important genes
in the hypothalamic neuronal cytoskeleton, among which were Septini, Septin8 and Profilin2. The
expression of these three genes is known to be enriched in the CNS, but their function in
hypothalamic neurogenesis is unknown. Using three bioinformatic platforms such as TargetScan,
miRanda-miRSVR and PITA we confirmed that Septinl, Septin8 and Profilin2 are likely functional
targets of miR-7 for its thermodynamic and conservation characteristics. The interaction between
miR-7 and its targets Septinl and Profilin2 was validated by luciferase assays, this was specific since
mutations on the 3’UTR at the binding site of miR-7 inhibit such interaction. Although the effects of
inhibition were not identified in a decrease of protein levels of both targets, we have a further
interest in studying the biological effect of the binding between miR-7 and 3'UTR of Septinl and
Profilin2. The above findings offer the possibility of knowing how the regulation of the neuronal
cytoskeleton impacts on hypothalamic differentiation and functionality, as well ascon body
homeostasis.
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l. Introduccidn
I.I Desarrollo del sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC), formado por el cerebro y la médula espinal, surge de la capa mds
externa de la gastrula, es decir el ectodermo. El desarrollo embrionario llega a la etapa trilaminar o
de gastrulacién aproximadamente en los dias embrionarios (E) 5.5 a 6.5 en el ratéon y en la tercera
semana de gestacion en los humanos (Figura 1; Gilbert; 2000; Tang et al., 2016). Durante la etapa
de preimplantacion, que comprende la fertilizacidn, segmentacién y compactacién; el desarrollo
embrionario del humano y el ratén es muy similar morfolégicamente a pesar de haber diferencias
claras en el tiempo de desarrollo y la expresién genética. Por ejemplo, en la preimplantacién ambos
organismos expresan factores de pluripotencia como Klf4 (factor similar a Kruppel 4), Tfcp2I1 (factor
de transcripcion similar a cp2-1) pero difieren por ejemplo expresando KIf2 (factor similar a Kruppel
2) en ratones, pero en humanos no (Tang et al., 2016). Posteriormente la morfologia comienza a
cambiar en el periodo de postimplantacion a partir de la gastrulacién. En los humanos la morfologia
es planar durante el desarrollo, el epiblasto e hipoblasto forman un disco bilaminar, o blastocisto,
rodeado por la cavidad amnidtica y el blastocele. Alrededor del dia embrionario (E) 16 en el extremo
posterior del embridn se forma la linea primitiva, que se extiende hacia la mitad de la parte anterior
(Gilbert, 2000). Las células del epiblasto que siguen proliferando sufren una transicidn epitelial-
mesenquimal (EMT) y migran a través de la linea primitiva, las que migran mas profundo y desplazan
al hipoblasto forman el endodermo, las que quedan en el medio el mesodermo y las que
permanecen en la superficie forman el ectodermo (Stiles y Jernigan, 2010). Este proceso genera un
disco plano trilaminar con las tres capas germinales.
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Figura 1. El desarrollo del embrién de ratén y de humano es muy similar durante la etapa de pre-implantacidn. A partir de
la fertilizacidn el cigoto unicelular representa a la célula troncal totipotencial que puede dar origen al embrién y sus
estructuras extraembrionarias. El cigoto se segmenta pasando por la etapa de mdrula y posteriormente forma el
blastocito. La ICM da origen al embridn, de ella se forma el disco bilaminar o blastocisto. Posteriormente el blastocisto se
implanta y a continuacidn se da el proceso de gastrulacién a partir de la linea primitiva se sefaliza a las células que migran
y se forman el endodermo, mesodermo y ectodermo respectivamente. En la etapa post-implantacion la diferencia radica
en que el humano forma un disco trilaminar plano y en él la linea primitiva, mientras que el ratén forma una estructura
de copa en la cual el hipoblasto genera el VE y el trofoblasto el EXE, cuyas interacciones generan la estructura de copa.
Después la region mas distal de VE, el DVE migra anteriormente generando el AVE y en la regidn posterior se genera la
linea primitiva por la cual migran las células del epiblasto en la gastrulacion. AVE, endodermo visceral anterior; DVE,
endodermo visceral distal; EXE; ectodermo extraembrionario; ICM, masa celular interna; VE, endodermo visceral.
(Tomado de Tang et al., 2016).
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En el ratdon en la etapa de implantacién las células del epiblasto forman un epitelio con forma
de copa, mientras las células del hipoblasto se desarrollan en el endodermo viceral (VE) que recubre
el epiblasto y las células del ectodermo extra-embrionario (EXE), de origen trofoectodermico. Por
su parte el EXE forma una copa invertida sobre el epiblasto de tal manera que se cuenta con un
embrién con forma de huevo (Tang et al., 2016; Riviera-Pérez y Hadjantonakis; 2014). Antes de la
formacién de la linea primitiva en el E 5.5 el endodermo viceral distal (DVE) migra hacia la parte
anterior y forma el endodermo visceral anterior (AVE), las interacciones entre estas estructuras
llevan a la gastrulacidon que inicia con la formacidn de la linea primitiva en el E 6.5. De este modo
surge en la superficie del epiblasto las células del ectodermo, después por un proceso de EMT e
ingresion a través de la linea primitiva el mesodermo y a continuacién las células del endodermo
definitivo sufren un proceso de transicion mesenquimal-epitelial (MET), egresan y se intercalan con
el VE (Riviera-Pérez y Hadjantonakis; 2014). La principal diferencia se encuentra en la formacién del
endodermo a nivel morfoldgico, pero posteriormente ambos organismos se encuentran
organizados en tres capas embrionarias y tienen un desarrollo embrionario temprano similar.

El primer paso en el desarrollo del SNC posterior al surgimiento del ectodermo es la
induccién neural en la que se bloquea la diferenciacion hacia el linaje epidérmico y con ello se
determina a las células al linaje neural formando la placa neural (Weinstein et al., 1999). La placa
neural se forma como un ensanchamiento del ectodermo por la elongacién de sus células
distribuidas en una sola capa pseudoestratificada (Schoenwolf, 1988). Las células de la placa neural
se dividen por mitosis y se distribuyen a lo largo del eje antero-posterior al mismo tiempo que ocurre
un proceso llamado extension convergente que las compacta hacia la linea media organizando la
placa como una banda alargada y compacta (Sausedo et al., 1997; Jacobson et al., 1988). Durante la
induccion neural en los mamiferos es importante la participacion de dos centros organizadores el
nodo y el AVE, ambos secretan sustancias inhibitorias de las proteinas morfogénicas de hueso
(BMP), necesarias para la diferenciaciéon epidérmica, de modo que al final de la gastrulacién las
células localizadas a lo largo de la linea media de la capa del ectodermo se han transformado en
progenitores neurales (Stiles y Jernigan, 2010).

El siguiente paso en el desarrollo del SNC es la neurulacién o desarrollo del tubo neural, en
el cual los extremos anteriores de la placa neural se engrosan, se alzan y se curvan hacia el interior
para fusionarse y formar el tubo neural (Copp et al., 2003). La fusién inicia en el centro del tubo
neural y después procede en direccion rostral o caudal, dando lugar a la neurulacién primaria que
genera al SNC y secundaria que genera la médula espinal (Nievelstein et al. 1993). Existen tres
puntos que funcionan a manera de bisagra durante el doblamiento del neuroepitelio. El primero es
el punto de bisagra medio (MHP) el cual forma el surco neural, debido a que las células epidérmicas
laterales empujan a las células de la placa neural hacia la linea media, anclando la placa neural a la
notocorda debajo (Schoenwolf, 1991). El segundo y tercer punto son la bisagra dorso-lateral (DLHP)
derecha e izquierda que quedan elevadas aun en contacto con las células epidérmicas y ayudan a
que la placa se doble hacia el centro (Smith et al., 1991). Estos dos movimientos forman los pliegues
neurales que se elevan y conforme se acercan convergen y se fusionan el uno con el otro cerrando
el tubo neural (Gilbert, 2000). En mamiferos, las células de la cresta neural, que forman estructuras
del cuello y la cara, migran y dejan de formar parte del tubo neural antes del cierre de los pliegues,
mientras que en la parte de la médula espinal migran hasta el cierre del tubo neural (Nichols, 1981).

El ultimo paso en el desarrollo del SNC es la diferenciacién del tubo neural, el cual en los
mamiferos es una estructura recta que comienza a diferenciarse inclusive antes de que se cierre el
tubo en la parte dorsal (Gilbert, 2000). Concomitante al proceso de gastrulacion inicia el desarrollo
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del eje antero-posterior y dorso-ventral. Respecto al eje antero-posterior, dividimos al SNC en
prosencéfalo o cerebro anterior, mesencéfalo o cerebro medio, romboencéfalo o cerebro posterior
y medula espinal (Figura 2.A). Excluyendo a la médula espinal, consecutivamente el prosencéfalo se
divide en dos, el telencéfalo y el diencéfalo. EIl mesencéfalo permanece sin dividirse y el
romboencéfalo se divide en el metencéfalo y el mielencéfalo (Figura 2.B), mencionados en orden
anterior a posterior; cada una de las cinco vesiculas tiene diferentes derivados enlistados en la
Figura 2.C (Sadler, 2012; Gilbert, 2000).

2.A Etapa de 3 vesiculas 2.B Etapa de 5 vesiculas 2.C Derivados del SNC en el adulto
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Figura 2. (A) El proceso del tubo neural inicia con la diferenciacion en la parte anterior de tres vesiculas que dividen al
cerebro en cerebro anterior (prosencéfalo, 1), medio (mesencéfalo, 2) y posterior (romboencéfalo, 3). (B) El prosencéfalo
se divide a la postre en el telencéfalo y el diencéfalo y el cerebro posterior se divide en metencéfalo y mielencéfalo,
mientras que el mesencéfalo no se divide. Ademas, la parte del lumen da lugar al sistema ventricular del cerebro
generando el V. lateral, el tercer V., el acueducto cerebral, el cuarto V. y el canal central. (C) En el cerebro adulto cada
vesicula se diferencia en las diferentes estructuras enlistadas. Abreviaciones: V, ventriculo. (Ay B tomado de Kandel et al.,
2013; C tomado de Gilbert, 2000).

L.Il Neurogénesis

La neurogénesis es el proceso por el cual se generan todas las neuronas funcionales a partir de
células troncales neurales (NSC) y células progenitoras neurales (NPCs). Existen 5 poblaciones
identificadas de NSC bien descritas en la revisidn publicada por el grupo de Gage y colaboradores
estas son: las células neuroepiteliales del ectodermo, los progenitores neurales tempranos
localizados en la placa neural, los progenitores neurales tardios localizados en el tubo neural, las
células de la glia radial (RGC) localizadas en el lumen del tubo neural o zona subventricular (SVZ) y
las células troncales neurales de adulto (ANSCs) localizadas en los dos nichos neurogénicos adultos
la SVZ anterior y la zona subgranular (SGZ), que generan respectivamente, neuronas del bulbo
olfatorio y neuronas del giro dentado del hipocampo en ratones (Altman, 1970; Luskin, 1993;
Riquelme et al., 2008; Santa Olalla y Covarrubias et al., 1999; Gage et al., 2000). La neurogénesis se
puede describir como una serie de cinco pasos ordenados, explicados brevemente a continuacién.
El primer paso es la adquisicion de la competencia neural en la que las células neuroepiteliales
(NECs) forman la placa neural y posteriormente el tubo neural; estas células constituyen la zona
ventricular (VZ; Gotz y Huttner, 2005; Stiles et al., 2010). Las NECs son una poblacién de células
mitéticas que se dividen por divisién simétrica, generando dos células idénticas; y mas tarde en el
desarrollo durante el segundo paso se restringe su potencial al dividirse por divisién asimétrica,
generando una célula progenitora y una neurona (Temple et al., 2001; Stiles et al, 2010). El tercer
paso en la neurogénesis es la expresidon de genes que promueven la diferenciacién y regulan el
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numero de progenitores, es decir, los genes proneurales o factores de transcripcion (FT) de tipo
hélice bucle hélice basico (bHLH; Murre at al.,, 1998). El cuarto paso es la conversion de los
progenitores neurales a neuronas postmitéticas, es decir, que salen del ciclo celular de modo
irreversible (JanyJan., 1997). Y el quinto paso es la migracidn y ulterior diferenciacién y maduracion
de las neuronas en su lugar de destino. El fenotipo especificado depende del programa genético de
diferenciacidn de cada neurona dado por la regionalizacidn y el momento de su nacimiento (Vetter
y Dorsky, 2005). A continuacidn, se explican brevemente algunos de los pasos de la neurogénesis
pasando por la regionalizacién del SNC, asi como por la expresidon de genes proneurales y la
maduracién neuronal.

Durante la neurogénesis temprana se establecen nulcleos de sefializacidn que secretan
morfdgenos a lo largo de los ejes antero-posterior, tales como como el AVE y el nodo; y dorso-vental
como la placa del techo o la placa del piso (Gilbert, 2000). Los nucleos de sefializaciéon son
importantes para refinar la regionalizacion de la placa y tubo neural y determinar la diferenciacion
especifica de las neuronas (Cavodeassi y Houart, 2011). Un morfégeno se define como una sefial
secretada capaz de establecer dos destinos diferentes en un area de células relativamente
homogénea de manera directa, a largo plazo y dependiente de un gradiente de concentraciéon
(Jaegeret al., 2008; Yu et al., 2009). Los principales morfégenos del SNC son la proteina morfogénica
de hueso (BMP), sonic hedhehoh (SHH), el sitio de integracién relacionado con wingless (WNT), el
factor de crecimiento firoblastico (FGF) y el acido retinoico (RA; Paridaen y Huttner, 2014). Los
morfégenos mantienen su efecto posterior a la regionalizacién de cada eje, ayudando a concluir los
procesos de diferenciacion por la expresion especifica de FT que determinan los diferentes destinos
celulares de las NPCs durante la neurogénesis (Martynoga et al., 2012). Los genes proneurales
tempranos Mashl (homdlogo 1 de achaete scute en mamiferos) y Ngnl (Neurogenina 1)
promueven la determinacion neuronal a la vez que suprimen la capacidad de diferenciacién hacia
el linaje glial (Sun et al.; 2001). Experimentos han mostrado que ratones mutantes para los genes
proneurales Ngnl y Neurogenina 2 (Ngn2) no pueden generar los ganglios craneales y desarrollan
menos neuronas ventrales (Fode et al., 1998). Los genes tempranos se expresan en células que
proliferan en la VZ; mientras que los tardios como Ath3, Math3y NeuroD se expresan en células que
han salido del ciclo celular y migran hacia la periferia para diferenciarse (Lee et al., 1995; Roztocil et
al., 1997).

Los dos ejes principales son el antero-posterior y el dorso-ventral, ambos se forman a partir
de la expresion de diferentes morfégenos y FT. La region anterior se refiere a la cabeza hasta el
limite entre el cerebro medio y posterior; y el tronco es la region caudal contigua (Darnell, 2005). La
determinacidn del eje antero-posterior se inicia por la participacién del nodo que produce proteinas
inhibidoras de BMP como Noggin, Cordina y Folistatina; y después por la participacion en la parte
anterior del AVE el cual secreta Cerberus y antagonistas de WNT que inducen la parte anterior o de
la cabeza (Bowmeester et al., 1996; Kaznskaya et al., 2000; Mukhopadhyay et al., 2001). WNT es un
factor de caudalizacién que se expresa en el tronco; ademas de él, también FGF induce la formacion
del tronco y ayuda en su regionalizacién (Lamb y Harland, 1995). Por su parte, el RA es importante
en la regidn del romboencéfalo y el tronco, y participa en la sefializacién de los genes de homeocaja
Hox; los Hox tienen elementos de respuesta a RA (RAREs) que responden a concentraciones altas o
bajas de RA en la parte anterior o posterior, respectivamente (Simeone et al., 1995). Ademas, se
conocen diversos FT que se expresan a lo largo del eje antero-posterior (Figura 3.A) que se
corresponden con limites establecidos entre regiones; por ejemplo, en el organizador del istmo (iSO)
que divide el cerebro medio y el posterior, la zona limitante intratalamica (ZLI) que divide el
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telencéfalo y el diencéfalo y el limite mesencefalico romboencefalico (MHB) que divide la region
media y posterior del encéfalo (MHB; Millet et al., 1999, Darnell et a., 2005; Matsunaga et al., 2000).

En eje dorso-ventral se establece a partir de la regién superior e inferior del tubo neural,
llamados respectivamente placa del techo y placa del piso (Dessaud et al., 2008). SHH se expresa en
la placa del piso y controla la regionalizacién ventral en cinco dominios, activando la sefalizacién
mediada por los FT Gli que a su vez incrementan la expresién del FT Pax6 y atendan a Pax3 y Pax7
(Litingtung y Chiang, 2000). Los cinco dominios comenzando de la parte mas ventral son: de
interneuronas v3, motoneuronas (MN) y después los dominios de interneuronas v2, vl y v0 (Darnell
et al.,, 2005). SHH se expresa en la placa del piso y establece el patron de cinco dominios de
diferenciacién ventrales; el primero de interneuronas v3, después en direccién dorsal las
motoneuronas (MN) y después los dominios de interneuronas v2, vl y vO (Darnell et al., 2005). SHH
controla la regionalizacién ventral en cinco dominios, activando la seializacion mediada por los FT
Gli que a su vez incrementan la expresion del FT Pax6 y atentian a Pax3 y Pax7 (Litingtung y Chiang,
2000). En esta region ventral, SHH inhibe en un modo dependiente del gradiente de concentracién
a los FT de tipo I: Dbx1, Dbx2 e Irx3, a la vez que incrementa la expresién de los FT de tipo Il como
Nkx2.2 y Nkx6.1 (Briscoe et al., 2000). Las expresiones de estos y otros FT en cada dominio ventral
se muestran en la Figura 3.B. Por otra parte, en la parte dorsal se expresan diversos factores de
crecimiento de la familia de TGF-B como BMP-4, Dorsalina y Activina (Lee et al., 1998). En esta
region, los BMP promueven la expresion de los Pax que se inhiben en la region ventral Pax3 y Pax7
(Darnell, 2005). A diferencia de cdmo actuda SHH en la parte ventral como morfégeno, se cree que
las sefiales dorsales determinan areas especificas, siendo los BMPs (4, 5y 7), asi como Wnt-1 vy
Whnt3a los encargados de determinar la regidén de las interneuronas mas dorsales, mientras que
Activina lo hace en la regidon mas ventral, de modo que se determina un total de 6 dominios: dl1,
di2, dI3, di4, dI5 y dI6 comenzando de la parte mas dorsal (Figura 3.B; Helms et al., 2005). Y por
ultimo el tercer eje es el de la asimetria izquierda- derecha, este eje se establece desde la
gastrulacidn pues la rotacién de los cilios en el nodo embrionario crea un flujo que especifica la
activacion por medio de FGF8 de Nodal y Lefty-2 del lado izquierdo del embridn y finalmente Nodal
activa al FT Pitx2 (Gilbert, 2000).

3.A Regionalizacidn del eje antero-posterior
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3.b Regionalizacion del eje dorso-ventral
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Figura 3. Los procesos de regionalizacion del tubo neural inician con la expresién diferencial de morfégenos, lo cual lleva
su vez a la expresidn de FT que delimitan la expresién genética de los progenitores neurales comprometiéndolos a un
linaje determinado. (3.A) El eje antero-posterior estd determinado inicialmente por la expresién de Wnt en la parte
posterior e inhibidores de él en la parte anterior delimitados por el MHB. Posteriormente, se establece la expresidn inicial
de los FT Otx2 y Gbx2 que en conjunto con otros determinan los limites de la ZLI y el iSO. (3.B) El eje dorso-ventral se
determina por la expresion de factores de crecimiento de la familia de TGF-B y Shh que determinan 6 tipos de neuronas
dorsales (dI1-dl6) y 5 ventrales (vO-v3 y MN). A la izquierda se encuentran los genes que identifican los dominios de los
progenitores que se desarrollan en la VZ y a la derecha los que identifican a las neuronas en la capa del manto, la region
donde se diferencian. Abreviaciones: ANR, cresta neural anterior; BMP, proteina morfogénica de hueso; ce, cerebelo; dI,
dorsol-lateral; FGF8, factor de crecimiento de fibroblastos 8, FP, placa del piso; ht, hipotalamo; ITZ, zona limitante
intrataldmica; iSO, organizador del istmo; MHB, limite del mesencéfalo y el romboencéfalo; nc, notocorda; ot, téctum
Optico; pcp, placa precordal; RP, placa del techo; Shh, Sonic hedhehog; te, telencéfalo. (3.A tomado de Kobayashi et al.,,
2002; 3.B tomado de Wilson y Maden., 2005 y Avilez et al., 2013).

Los genes de maduracion se expresan una vez que los progenitores han salido del ciclo
celular y se han comprometido a un destino neuronal especifico. La expresion secuencial de FT se
puede comparar con la expresion de un “cddigo” de genes expresados por las NSCs que va a
controlar la sintesis de neurotransmisores y sus receptores, asi como moléculas para la guia axonal
gue a su vez controlaran la inervacidn y dependencia tréfica de las neuronas (Vetter et al., 2005).
Un ejemplo de genes de maduracion son los FT de tipo POU u homeocaja que se expresan en las
neuronas neuro-sensoriales de mamiferos. En el ratén existen 3 genes de este tipo Brn-3.0, Brn-3.1
y Brn3.2 que regulan las proyecciones celulares; por ejemplo, con la pérdida del gen Brn-3.2 las
células del ganglio retinal migran correctamente, pero producen proyecciones caracteristicas de
dendritas y no de axones (Erkman et al., 1996 y 2000). Otro ejemplo, los genes E26 especifico de
transformacion (ETS) también sirven para la maduracion de las motoneuronas. La proteina Pea3 se
expresa soélo si se produce factor neurotroéfico derivado del cerebro (GDNF) en el musculo; en caso
de no expresarse las motoneuronas se diferencian de manera incorrecta (Haase et al., 2002).
Durante la maduracidon muchas neuronas mueren; sin embargo, aquellas que sobreviven lo hacen
gracias al efecto de neurotrofinas, sustancias que producen las neuronas en sitios de sinapsis y son
tomados por neuronas aferentes que hacen conexiones con ellas (Huang y Reichardt, 2001). La
hipdtesis neurotréfica establece que durante el desarrollo las neuronas compiten por las
neurotrofinas, que son una familia de proteinas secretadas compuesta por el factor de crecimiento
neurotréfico (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT3) vy
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neurotrofina 4 (NT4; Hallbook, 1999). Unicamente aquellas neuronas que establecen conexiones
con otras son capaces de obtener mas neurotrofinas y sobrevivir (Oppenheim, 1989).

LIl Rearreglos del citoesqueleto durante la neurogénesis

La intrincada red de conexiones del sistema nervioso estd formada por billones de neuronas
conectadas entre si por uniones sindpticas, esto demanda un citoesqueleto altamente desarrollado.
El citoesqueleto estd compuesto a su vez por tres componentes principales; los microfilamentos de
actina, los filamentos intermedios y los microtldbulos que interaccionan entre si continuamente
(Diaz-Nido y Avila, 2007). El primer cambio del citoesqueleto se da durante la neurogénesis cuando
una ESCs se compromete a un linaje ya sea neural o epitelial y pasa de ser una célula con morfologia
redonda a una con polaridad apicobasal (Compagnucci, et al., 2014). Posteriormente las NPCs
rompen la simetria celular de tres modos: deciden entre la division simétrica o asimétrica,
determinan el surgimiento de la primera extensién o neurita y orientan asimétricamente los
microtubulos para la determinacidn del axén (Compagnucci et al., 2016).

La decision respecto al tipo de division celular depende de la orientacion del huso mitdtico
y por consecuencia el plano de division en el que se realiza, si el plano es vertical (perpendicular a
la superficie ventricular) la divisidn es simétrica y ambas células heredan los mismos componentes
generando dos NPCs. Si por el contrario, el plano es, en sentido general oblicuo u horizontal
(paralelo a la superficie ventricular) las células heredan componentes diferentes y una se determina
a diferenciarse mientras la otra permanece como NPC (Fish et al., 2006). La proteina microcefalia
asociada al huso mitdtico anormal (ASPM) tiene una funcidén importante determinando el plano de
division celular, pues en los ratones “knockdown” de ASPM la localizacién del huso mitdtico cambia
y ocurren mas divisiones asimétricas, de igual modo, mutaciones de dicho gen generan microcefalia
en humanos (Fish et al., 2006; Morin et al., 2007).

Posteriormente, se genera una neurita, todas las neuritas crecen a partir de prolongaciones
terminales llamadas conos de crecimiento (Lowery y Van Vactor., 2009). En el cono de crecimiento
la actina controla la motilidad de las neuritas dirigiendo su forma y crecimiento, mientras los
microtubulos dan estructura al eje del axdn y median su elongacidn, ambos procesos ocurren de
manera simultanea (Bradke y Dotti, 2000). Se sabe que tanto el posicionamiento del centrosoma,
asi como la expresion de N-cadherina estan relacionados con la determinacién del axén (De Anda
et al., 2005; Gartner et al., 2012). El cono de crecimiento de la neurita que se convertira en axén
aumenta de tamafio y sus microfilamentos se vuelven mas dindmicos, mientras los de las otras
neuritas son mas estaticos (Bradke y Dotti, 1999). Se ha propuesto un modelo de avance de los
conos de crecimiento llamado de protrusion, engrosamiento y consolidacion (Steiss et al., 2010). En
la protrusion existe una extensidn de los lamelopodios y filopodios por la polimerizacién de actina,
posteriormente durante el engrosamiento, los arcos de actina condensada, producto del flujo
retrogrado de actina y la contraccién de miosina, se despolimerizan y permiten el avance de los
microtubulos junto con vesiculas y organelos hacia el cono de crecimiento. En la fase final de
elongacion, el eje del axdn se alarga por la polimerizacion de los microttbulos (Steiss et al., 2010).
Los microtubulos que alargan el eje del axén se generan a partir del centrosoma y orientan su
extremo “mas” hacia la parte distal del axén (Gonzalez-Billault et al.,, 2002), mientras que los
microtubulos de las neuritas se generan igual, pero después son cortados por catanina y
transportados por proteinas motoras como la dineina a las neuritas, en donde se orientan de
manera que dirigen sus extremos “mas”, o de crecimiento, tanto a la parte distal como proximal
(Bass y Ahmad, 2001). Este proceso se conoce como descentralizacidon y es importante para la
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ramificacidn de los axones, asi como la generacidn de dendritas y sus espinas, pudiéndose producir
microtubulos acentrosomales a partir de la nucleacidn en el Golgi (Jaworski et al., 2009; Ori-
McKenney et al., 2012). Ademas de su papel en la generacién de microtubulos acentrosomales, el
aparato de Golgi es importante en el control del flujo axoplasmico, pues genera un flujo de las
proteinas recién sintetizadas hacia el axén o las dendritas segin sean necesarias (Bradke y Dotti,
1997 y 1998).

Las proteinas pertenecientes a la familia de las Rho GTPasas, CDC42, Racl y RhoA estan
involucradas en la transduccion de sefiales que llevan a la remodelacidn de los microfilamentos en
respuesta a sefales extracelulares (Dickson, 2001). CDC42 estimula la formacidn de filopodios, Racl
la de lamelopodios y RhoA participa en la retraccion del cono de crecimiento (Meyer y Feldman,
2002). Las proteinas de unién a microtibulos (MAP) estabilizan de manera diferencial a estos, de
modo que la proteina tau funciona en los axones y MAP2 en las dendritas (Harada et al., 1994).
Dicha estabilizacion no es permanente, pues necesita existir inestabilidad para el crecimiento y esto
es controlado por la fosforilacién de MAPs por medio de la glucogéno cinasa 3 (GSK3; Ulloa et al.,
1994; Goold et al.,, 1999). Por otra parte, mientras las neuritas maduran, los microtubulos se
estabilizan para mantener la morfologia y transportar organelos (Bass et al., 1991).

Los axones maduran una vez que han alcanzado sus sitios blanco y en ese momento el
citoesqueleto del cono de crecimiento se remodela para formar el citoesqueleto de una terminal
sindptica, en el cual ya no hay motilidad ni extension y se observa la acumulacién de sinapsina, una
proteina que une a las vesiculas con el citoesqueleto de actina (Ceccaldi et al., 1995). La
mielinizacién del axén es también una sefial de maduracidn, caracterizada por el crecimiento radial
del axdn, la cual es consecuencia de la fosforilacion de los filamentos intermedios o neurofilamentos
(Julien, 1999). El ancho radial se observa reducido en ratones con neurofilamentos mutantes o en
ratones con mutaciones en el gen de mielina llamado “Trembler”, en los cuales los neurofilamentos
NF-M y NF-H se encuentran menos fosforilados, lo que resulta en una separacién angosta entre
neurofilamentos similar a lo que ocurre en los nodos de Ranvier (De Waeah et al., 1992).

El estudio de las neuronas hipocampales en cultivo nos permite resumir que la polarizacion
neuronal se genera en cinco etapas ordenadas. Inicialmente las células extienden lamelopodios
(etapa 1), diversas prolongaciones cortas llamadas neuritas surgen de ellos (etapa 2).
Posteriormente, una de las neuritas comienza a alargarse mas rdpido que las otras y forma el axén
(etapa 3), mientras las otras neuritas se alargan poco (etapa 3). Después de varios dias, las neuritas
restantes crecen y adquieren caracteristicas de dendritas (etapa 4) y finalmente el axén y las
dendritas maduran, forman contactos sindpticos y de este modo se propagan las sefiales eléctricas
a través de la red neuronal (etapa 5; Wiggin et al., 2005; Figura 5). Existen proteinas que tienen
distribuciones diferentes segun la etapa especifica de la polarizacidn. Por ejemplo, las proteinas
PAR3 y PARG6 (particion defectuosa) se localizan en el cuerpo de la neurona y en el extremo mas
distal de las neuritas en la etapa 2, y posteriormente sélo se localizan en el cuerpo de la neuronay
en el axdn recién formado (Wiggin et al., 2005). La etapa 3 es importante pues marca el inicio de la
polarizacidn, la neuromodulina se segrega al axén en donde es importante para el crecimiento de
éste (Benowitz et al., 1987).
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Figura 5. Se muestran los cambios en la forma de las neuronas durante la diferenciacion neuronal. Como se indica en el
texto, este proceso consta de 5 etapas en las que un progenitor sale del ciclo celular de manera permanente y produce
extensiones las cuales finalmente se diferencian en axén y dendritas funcionales. Las flechas indican la localizacién de las
proteinas PAR3 y PAR6 (Modificado de Wiggin et al., 2005).

I.IV Regulacidon de la neurogénesis

Como se menciond en el apartado anterior los morfégenos y diversos FT juegan un papel
fundamental en la neurogénesis. La expresion de cada gen en el momento y localizacidn especifica
se da por una por una intrincada red de regulacién a nivel post-transcripcional dada por diversos
acidos ribonucléicos no codificantes (ncRNAs) asi como remodeladores epigenéticos.

L.IV.I Regulacién epigenética

Las modificaciones epigenéticas que involucran la metilacion del DNA (acido desoxiribonucléico) y
la modificacién de histonas, estan involucradas en el control temporal y espacial de la expresidn
génica durante la neurogénesis, asi como en el cambio de produccidn de neuronas a glia (Muhchiyic
et al., 2013). La cromatina de los progenitores neurales tempranos se encuentra en un estado mas
abierto con respecto a los progenitores neurales tardios (Kishi et al., 2012). Al inicio de la
neurogénesis, la metilacion de genes gliales como Gfap y genes de la via de JAK-STAT inhibe el
cambio de neurogénesis a gliogénesis y su consecutiva desmetilacion determina el tiempo de
diferenciacion glial (Fan et al., 2005). Un ejemplo de como ocurre este proceso es la diferenciacion
de astrocitos, en la cual la via de Notch induce la expresidn del factor nuclear IA (NFIA), promoviendo
la disociacion de las metiltransferasas de los promotores de algunos de estos genes (Namihira et al.,
2009). El complejo mSWI/SNF es un remodelador de nucleosomas dependiente de ATP. Entre las
subunidades que lo conforman se encuentran BAF155 y BAF170, los cuales interaccionan con el FT
Pax6 (Touc et al., 2013). BAF170 compite con BAF150 y modifica la eucromatina de manera tal que
recluta al complejo corepresor REST (factor de transcripcion silenciador de RE1) al elemento RE1
presente en la regidn regulatoria del gen Pax6 reprimiendo los genes que induce y evitando asi la
generacion deprogenitores intermedios y progenitores corticales tardios (Tuoc et al., 2013).
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LIV.1Il Regulacion post-transcripcional

El procesamiento del acido ribonucleico mensajero (mRNAs) juega un papel importante en la
diferenciacidn y desarrollo de los mamiferos, en especifico es importante durante la neurogénesis
y se puede llevar a cabo por diferentes mecanismos como son el splicing alternativo y la regulacion
ejercida por ncRNAs como los RNA largos no codificantes (IncRNAs) o micro RNAs (miRNAs; Paridaen
et al., 2014). Estos ultimos son de interés especifico en el presente trabajo, por lo que se explicaran
un poco mas a fondo que los otros. El splicing alternativo de un mRNA juega un papel importante
en la diferenciacién y desarrollo, pues se refleja en la produccién de diferentes proteinas a partir de
un transcrito primario; por ejemplo, el splicing alternativo del represor transcripcional REST por el
factor neuronal de splicing nSR100, lleva a la desrepresidn de genes neurogénicos y a su vez favorece
la diferenciacién (Calarco et al., 2011; Raj et al., 2011).

Por su parte, los IncRNAs tienen actividades relacionadas con multiples funciones bioldgicas,
tanto de diferenciacién como en el desarrollo y se expresan en el cerebro; en este contexto
participan en el control de la neurogénesis (Fatica et al., 2014; Mercer at al., 2008). Los loci de los
IncRNAs codifican para transcritos de mas de 200 nucleétidos que mediante modificaciones de la
cromatina y de control post-transcripcional modifican la expresion génica (Fatica y Bozzoni, 2014).
En el cerebro, el FT Sox2 se une al DNA de sus blancos transcripcionales y mantiene su identidad
como células troncales; sin embargo, al inicio de la neurogénesis Sox2 interacciona con el IncRNA
RMST (transcrito 2 asociado a rabdomiosarcoma), el cual tiene una expresion especifica en el
cerebro y al unirse a Sox2 y a la cromatina activa la expresién de genes neurogénicos como Ascl y
Ngn (Ng et al., 2013). Por otro lado, el IncRNA Miat se expresa en células de las RGCs comprometidas
a la diferenciacion, inhibiendo la proliferacion (Aprea et al., 2013).

LIV.IL.I miRNAs

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes con una longitud promedio de 22 nucleétidos (nt)
que se unen a la regidn 3’ no traducida (3'UTR) de sus mRNA blanco a través de un apareamiento
imperfecto para reprimir su traduccidén o un apareamiento perfecto para mediar su degradacion; lo
primero es mas comun en animales y lo segundo en plantas (Bartel et al., 2004). La regidn de unién
de los miRNAs a su mRNA blanco se conoce como secuencia “semilla” y se define como una regién
limitada del nucleétido 2 al 8 en la secuencia 5’ no traducida (5’UTR) del miRNA (Ghildiyal et al.,
2009). Sin embargo, también se sabe que existen algunos miRNAs en moscas y mamiferos que se
unen a sus blancos por apareamiento casi perfecto y dirigen su escision endonucleolitica (Ghildiyal
et al., 2009). Respecto a su biogénesis, los miRNAs son transcritos principalmente por la RNA
polimerasa Il (RNA Pol 11), generando un transcrito primario de miRNA (pri-miRNA), éste es cortado
en el nucleo por la RNAsa tipo Ill, Drosha, en un miRNA precursor (pre-miRNA) con una longitud de
60 a 70 nts, plegado a manera de una horquilla (Bartel et al., 2004). Posteriormente, el pre-miRNA
se exporta al citoplasma por el sistema de exportina 5y ahi es cortado por Dicer, otra RNAsa tipo I,
en fragmentos de cadena doble, produciendo un miRNA maduro y un miRNA pasajero (miRNA *)
(Bartel et al., 2004). EI miRNA maduro se incorpora al complejo RISC, y el complejo que forman
reconoce los mRNAs blanco, a diferencia del miRNA* que es degradado (Bartel et al., 2004).

Los miRNAs han sido estudiados en mamiferos y se sabe que juegan un papel importante
en una amplia gama de procesos, incluyendo la diferenciacion celular, apoptosis, el desarrollo, el
desarrollo de cancer, la migraciéon e invasion, etc. (Yu et al., 2013; Bartel et al., 2004; Kloosterman
et al., 2006 y Kriitzfeldt et al., 2006). Muchos de los miRNAs neurales se expresan en patrones
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espacio-temporales especificos, lo cual sugiere que tienen funciones en el control del desarrollo del
SNC. Temprano en la neurogénesis, el nUmero de NSCs producidas se determina por la proliferacién
de estas y por una fase de apoptosis (Buss y Oppenheim, 2004). MiR-29 se expresa de manera
temprana y promueve la proliferacion mediante la inhibicion de factores pro-apoptdticos de la
familia BH3, como Bim, Bmf, Puma, Bak, y Hrk (Kole et al., 2011; Figura 4). La via de AKT y PI3K es
importante en el crecimiento y autorenovacion de las NSC; PTEN es un regulador negativo de esta
via y es reprimido por el cluster miR17-92, compuesto por los miRNAs miR-17, miR-18a, miR-193,
miR-20a, miR-19b-1, and miR-92a; si la expresidn del cluster se pierde las NSCs dejan de proliferar
(Bian et al., 2013). Por su parte, el oncogen MYC regula positivamente a PTEN y a miR17-92 (Osella
et al., 2011, Figura 4).

En cuanto a miR-124, este es un miRNA altamente conservado, se expresa tanto en la
proliferacién como en la diferenciacidn neuronal y su expresidon ectdpica en células que no son
neuronas lleva a la expresidn de genes neurales (Li et al., 2010; Sun et al., 2014). MiR-124 promueve
la diferenciacidn neuronal inhibiendo a sus blancos: PTBP1 (proteina 1 de unién a intervalo de
polipirimidinas), SCP1 (fosfatasa pequefia de CTD), LAMC1 (laminina gama-1) e ITGB1 (integrina
beta-1; Lyengar. et al., 2014). PTPB1 se une al pre-mRNA de Ptpb22 e induce su degradacion por
medio de mutaciones terminadoras; PTPB2 es necesario para el correcto splicing de diversos genes
en neuronas adultas (Licatalosi et al., 2012). SCP1 y REST son represores de genes neurales en células
gue no son neuronas, SCP1 es reclutado por REST que se une a un elemento en la region regulatoria
de los genes llamado elemento represor 1 (RE1), ambos represores deben ser inhibidos para la
correcta diferenciacion por la expresion de genes neuronales (Li et al., 2010). Existe un ciclo de
retroalimentacion entre miR-124 y REST; REST funciona como complejo junto con las proteinas
MeCP2 (proteina de unién a metil CpG) y CoREST (corepresor de REST), ambos blancos de miR-124,
y por otro lado existen elementos RE1 en el promotor de los tres loci de miR-124 (Conaco et al.,
2006). Ademas, se ha involucrado a miR-124 en el desarrollo neuronal temprano durante el
surgimiento de neuritas posiblemente regulando al citoesqueleto y tardiamente uniéndose a RhoG,
favoreciendo la diferenciacion dendritica y axonal pues aumenta el nimero de ramificaciones de
ambas (Yu et al., 2009; Schumcher y Franke, 2013).

Los miRNAs también son importantes regulando la plasticidad sindptica pues participan en
procesos de formacion y extensidn de neuritas y axones, es decir regulan al citoesqueleto neuronal
(Lyengar et al.,, 2014). MiR-132 y miR-134 funcionan regulando la morfologia de las espinas
dendriticas, miR-134 lo hace regulando a LIMK-1 (cinasa de dominio LIM1) durante la morfogénesis
de las espinas dendriticas, asi como su crecimiento dendritico inhibiendo al represor traduccional
Pumb2 (Pumilio 2; Schratt et al., 2006; Fiore et al., 2009). Por su parte, miR-132 promueve la
extension axonal de las neuronas de la raiz dorsal ganglidénica (DRG) de ratéon mediante la represién
del activador de la GTPasa de Ras Rasal y en conjunto con miR-219 ha sido implicado en el control
de los ritmos circadianos (Hancock et al., 2014; Cheng et al., 2007). En contraparte, miR-9 y miR-138
inhiben a dos proteinas importantes para la extension axonal, MAP1B y SIRT1 (Dajas et al., 2012; Liu
et al., 2013). Los miRNAs también han sido implicados en la regeneraciéon de los axones post-lesion;
por ejemplo, en respuesta a la lesién del nervio ciatico hay una sobreproduccion de miR-21 y miR-
431 en las neuronas del DRG. Se ha demostrado que ambos miRNAs aumentan la extensidn axonal
en células del DRG en cultivo teniendo respectivamente como blancos a Spry2 y Kreen1 (Stricland
etal.,, 2011; Wu et al., 2013). Por lo tanto, los miRNAs tienen funciones importantes tanto en etapas
tempranas como en etapas tardias de la diferenciacidon neuronal y estan sujetos, al igual que los
genes, a una amplia red de regulacidn, lo cual los lleva a estar finamente regulados; la interaccién
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correcta de FT, sus genes blanco y sus reguladores transcripcionales como los miRNAs hace posible
que la neurogénesis se lleve a cabo.

Newrona

Celula de laglia
radial -_— Diferenciacicn

Ciclo de profileraciin

Figura 4. Los miRNAS participan en la regulacidn del sistema nervioso regulando la proliferacion de los progenitores
neurales, tal es el caso del cluster de miR17-92 (miR-92). A su vez este miRNA se encuentra regulado por MYC, el cual
también inhibe a PTEN, que es un represor de la proliferacién de las células de la glia radial. Por otro lado, la regulacion
de los miRNAs también se da evitando la apoptosis de las neuronas jovenes, miR-29 inhibe un conjunto de genes pro-
apoptaticos de la familia BH3. Abreviaciones MYC, oncogen MYC; PTEN, homdlogo de fosfatasa y tensina. (Obtenido de
lyengar et al., 2014).

ILIV.ILLI miR-7

La funcidn e importancia de miR-7, ha quedado de manifiesto en diversas investigaciones apuntando
a su papel fundamental en el desarrollo del SNC y la diferenciacion neuronal (Pollock et al., 2014;
De Chivigny et al., 2012; Cui et al., 2014). La funcion de miR-7 es esencial para que los progenitores
neurales produzcan progenitores intermedios que posteriormente se integran a la corteza como
neuronas maduras, y este proceso es mediado por los genes de la via del gen supresor de tumores
p53, Akl y p21 cuya expresion debe ser atenuada por miR-7 para el correcto desarrollo de la corteza
(Pollock et al., 2014). El silenciamiento de miR-7 en esta regién produce defectos cerebrales
relacionados a la microencefalia (Pollock et al., 2014). Pax6 es un FT importante para la
diferenciacidon neuronal dopaminérgica del bulbo olfatorio (De Chivigny et al., 2012). El mensajero
de Pax6 se expresa en las regiones dorsal, dorsolateral y ventrolateral del ventriculo lateral cerebral,
pero debido al patrén de expresiéon de miR-7, su proteina sdlo se genera en la parte dorsal, y
Unicamente las NSCs dorsales se especifican al fenotipo dopaminérgico, generando interneuronas
que posteriormente se integran al bulbo olfatorio postnatal (De Chivigny et al.,, 2012).
Conjuntamente, miR-7 estd involucrado en la regulacién de la diferenciacion de NSCs mediante el
control post-transcripcional de KlIf4 (factor similar a Kruppel 4); este miRNA se une tanto in vitro
como in vivo a la 3’UTR de Kif4 (Cui et al., 2014). Lo anterior se debe a que miR-7 induce el arresto
en la fase G1/S del ciclo celular, es decir, miR-7 inhibe la proliferacién y promueve la diferenciacién
neuronal; se demostré que tal resultado es mediado en parte por la inhibicion de Kif4, pues
utilizando un siRNA de KIf4 se aumenta tanto la cantidad de células arrestadas en G1/S asi como los
marcadores de diferenciacién neuronal como Tuj1 (Cui et al., 2014).
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L.V El hipotalamo

El hipotdlamo controla e integra las funciones del sistema nervioso y el sistema enddcrino de tal
manera que desempefia un papel de importancia vital para el mantenimiento de la homeostasis
corporal. El hipotalamo forma parte del diencéfalo y se localiza en su parte ventral, su limite anterior
es el quiasma 6ptico y el caudal, los tubérculos mamilares. Arriba de él se encuentra el tdlamo y
forma el piso y parte de las paredes laterales del 3er ventriculo (Snell et al., 2007). Su localizacién lo
hace responsivo a diversos estimulos hormonales y toxicolégicos, pues en el 3er ventriculo la
barrera hematoencefalica es permeable (Parent et al., 2011). Por sus conexiones anatémicas con la
hipodfisis, las neuronas hipotalamicas se clasifican en neuronas magnocelulares y parvicelulares
(Pérez Martinez y Charli, 2006). Las neuronas magnocelulares proyectan fibras nerviosas que viajan
desde los nucleos supradptico y paraventricular hasta el I6bulo posterior de la hipéfisis en donde
liberan oxitocina (OXT) y vasopresina (AVP) directamente al torrente sanguineo. Las neuronas
parvicelulares se conectan con el I6bulo anterior de la hipdfisis proyectando fibras nerviosas hacia
la eminencia mediay el infundibulo, que a su vez se conectan con el sistema portahipofisiario. Estas
neuronas secretan hormonas estimulantes o inhibidoras de 6 tipos diferentes: hormona liberadora
de corticotropina (CRH), hormona liberadora de tirotropina (TRH), somatostatina (SST), hormona
liberadora de hormona de crecimiento (GHRH), hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), y
dopamina (DA; Hall, 2007). A nivel celular el hipotdlamo estd compuesto por células dispuestas a
manera de nucleos con diferentes caracteristicas morfoldgicas y funcionales que les permiten
controlar funciones vegetativas, enddcrinas y de comportamiento; la funcién de dichos nucleos y su
division en cuatro regiones a lo largo del eje antero-posterior y dos zonas medial-lateral se describe
en la Tabla 1 (Freeman, 2003).

Regidn Zona  Nucleo (n.) / abreviacion Funciones
1. Predptica Medial Organo vasculoso de la Idmina O smorecepcidny quimiorecepcion.
terminal / (OVLT)
Organo subfornical Centro de sed, sensible a las concentraciones de
angiotensina.
N. medial predptico / (PON) Disipacion de calor.
N. intermedio Nucleo sexual dimérfico.
2. Supradptica Medial N. anterior / (AHN) Disipacion de calor, excitacidon parasimpatica.
N. supraquiasmatico / (SCN) Reloj bioldgico, regulador del ritmo circadiano.
N. paraventricular (PVN) Secrecion de hormona antidiurética (ADH) y oxitocina.
Ambas  N. supradptico (SON) Secrecion de ADH, oxitocina y osmorecepcion.
3. Tuberal Medial N. ventromedial / (VMN) Centro de saciedad, si se elimina se produce un
comportamiento violento.
N. dorsomedial / (DMN) Estimulacion del aparato digestivo.
Zona periventricular Control de la hipofisis anterior (AP).
N. arcuato / (AN) Control de la AP, regulacion del peso y el apetito.
Ambas  N. tuberomamilar Excitacion y vigilia.
Lateral N. lateral tuberal Su funcién se desconoce.
Area hipotaldmica lateral Centro del hambre
4. Mamilar Medial  Cuerpo mamilar Memoria a corto plazo, experiencias emocionales.
N. posterior Conservacion del calor, excitacién simpatica.
Region Lateral  Area hipotalamica lateral Diversas funciones de nucleos intersticiales del haz del
2,3.y4. prosencéfalo medio.

Tabla 1. Funcion principal de los nticleos hipotalamicos. La tabla muestra enlistadas las principales funciones reportadas
para cada nucleo hipotalamico en las cuatro regiones definidas del hipotalamo a lo largo del eje antero-posterior (Tomado
de Freeman et al., 2003 y Lechan et al., 2013).
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I.V.I Factores de transcripcion en el desarrollo del hipotalamo

La mayoria de las células del diencéfalo provienen de precursores que rodean la zona proliferativa
del tercer ventriculo; sin embargo, también hay contribucion de células que provienen del
telencéfalo y contribuyen a la parte rostral del hipotdlamo (Szarek et al., 2010; Tobet et al., 1995).
Respecto al programa de expresion de genes que lleva al desarrollo, diferenciacién y mantenimiento
de las neuronas neuroenddcrinas, se sabe poco; sin embargo, se conoce principalmente el
desarrollo de las estructuras que componen el hipotadlamo medial entre ellas el ntcleo arcuato (AN),
el nucleo ventromedial (VMN) y el ntcleo paraventricular (PVN), asi como el nicleo supradptico
(SON) y el area anterior del nucleo periventricular (aPV). Se conoce que hay expresion tejido-
especifica de algunos FT que participan en el proceso de diferenciacion de estos nucleos, tal
conocimiento se ha adquirido por el estudio de ratones nulos para cada factor (Pérez Martinez y
Charli, 2006; Jo y Chua, 2009).

El FT de tipo homeocaja Orthopedia (Otp) se expresa inicialmente en diencéfalo de ratén en
el E10y al E17 se limita su expresién Unicamente en la region predptica y postdptica que generan
tres nucleos hipotaldmicos. EI PVN produce las hormonas TRH, CRH, OXT y AVP; el SON: OXT y AVP;
y el aPV: SST (Acampora et al., 1999). Los ratones “knockout” de Otp no forman ninguno de los tres
nucleos antes mencionados, ni expresan los neuropéptidos correspondientes, y los efectos
terminan siendo letales para el embrién (Acampora et al., 1999). La generacion del “knockout” de
Otp se hizo reemplazando el gen con un gen reportero, de tal modo que se observd que en dicho
modelo existe una reduccién en el numero de células, por lo cual es posible que Otp sea necesario
para producir factores que afecten la proliferacion y mantenimiento de neuronas que generan el
PVN, SON y aPV (Acampora et al., 1999). Por lo anterior se ha propuesto a Otp como el FT que inicia
la neurogenesis hipotaldmica al regular el estado de proliferacién de las NPCs y otros FT actian en
etapas posteriores de la diferenciacion de los diferentes fenotipos neuronales (Pérez Martinez y
Charli, 2006).

Los FT Sim1 y Arnt2 pertenecen a la familia PAS de los bHLH y forman heterodimeros, ambos
controlan la diferenciacién de ciertos linajes neuroenddcrinos en el hipotalamo (Michaud et al.,
2000). Al igual que en los “knockout” de Otp, se reemplazé cada uno de los genes Sim1 y Arnt2 con
un gen reportero y con ellos se descubrié que en los ratones nulos para ambos FT existe un nimero
disminuido de células en los nucleos PVN y SON que resulta en la ausencia de TRH, CRH, OXT, AVP y
SST (Michaud et al., 1998 y 2000). Asi pues, la deficiencia individual de cada FT permite que las
neuronas nazcan normalmente, pero fallan en formar los nucleos, es decir, la falta de su expresion
no afecta el nimero de neuronas, pero si su coalescencia y migracién para formar el PVN y el SON
(Michaud et al., 1998 y 2000). Por su parte, los ratones heterocigos del gen Sim1 desarrollan
obesidad tempranamente debido al subdesarrollo del hipotalamo neuroenddcrino (Michaud et al.,
2001). Los genes Brain-2 (Brn2) y Sim2 son blancos del FT Sim1 y sus fenotipos mutantes han sido
descritos en ratones en los que el PVN y el SON son hipocelulares. Brn2 es un FT de tipo POU que se
requiere para la diferenciacion y sobrevivencia de tipos celulares neuroenddcrinos en el PVN y el
SON que producen AVP, OXT y CRH; sin embargo, la expresion de TRH y de SST no se ve afectada
(Nakai et al., 1995). La expresion de Brn2 se compromete en ausencia de Otp; Sim1 y Arnt2 lo que
indica que Brn2 media los efectos de estos FT. Sim2 es homdlogo a Sim1, aunque se desconoce el
factor con el que dimeriza, los ratones mutantes para dicho gen tienen un aPV hipocelular y son
deficientes en neuronas productoras de TRH y SST (Goshu et al., 2002).
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El VMN es dificil de estudiar, pues no secreta un neurotransmisor especifico; sin embargo,
se descubrido que el ratdon “knockout” de SF-1 (factor esteroidogénico 1) genera animales
hiperfagicos que no tienen un VMN definido (Majdic et al., 2002). Las neuronas con marcaje positivo
de SF-1 también expresan el receptor de melanocortina 4 (MCR4) y BDN, si la expresion de MCR4 o
Trk-B, el receptor de BDNF, disminuye se genera el mismo fenotipo que el “knockout” de SF-1 (Xu
et al., 2003). Se desconoce si hay un efecto en la diferenciacién en neuronas “knockout” de SF-1; sin
embargo, se sabe con certeza que si afecta su migracidn y coalescencia, pues estas neuronas se
dispersan y no forman el VMN (Davis et al., 2004). EI AN posee neuronas POMC/CART
(proopiomelanocortina /transcrito regulado por anfetamina y cafeina) y NPY/ AgRP (neuropeptido/
proteina r-Agouti) involucradas en el comportamiento de alimentacion, la regulacion del sistema
nervioso autdonomo y el metabolismo de sustratos (Ellacot et al., 2004; Williams et al., 2005); asi
como neuronas liberadoras de GHRH, DA y neuronas productoras de kisspeptina (Bouyer et al.,
2007; Ajika et al., 1993; Dungan et al., 2006). La mayoria de estas neuronas dependen de la actividad
del FT proneural de tipo bHLH complejo achaete-scute 1 (Ascl1), también conocido como Mash1,
importante para la produccidn de progenitores neurales (McNay et al., 2006; Horton et al., 1999).
La pérdida de la expresion de Asc/l causa que las neuronas AN y VMN se desarrollen como
estructuras anatdmicamente diferentes y tengan altas tasas de muerte celular (Jo y Chua, 2009).
Con la pérdida de Asc/1 hay una reduccidn aproximada de 90% de las neuronas positivas para SF-1,
POMC, NPY/AgRP y catecolaminas, pero Unicamente desaparece el linaje GHRH; esto sucede debido
a que las células “knockout” de los Ascl1-/- expresan muy poco GSH1 (genomic screen de homeocaja
1), un FT necesario para la expresion de GHRH (Li et al., 1996). Por ultimo, el FT hélice-bucle-helice
“nesciente” 2 (Nhlh2) es importante en el AN, los ratones nulos para el gen Nhlh2 presentan
obesidad hiperfagica debido a la reduccién de la expresion y actividad de la prohormona convertasa
1 que sintetiza a-MSH (hormona estimulante de melanocitos a) a partir de POMC (Good et al., 1997,
Jing et al., 2004). Ademas, el raton “knockout” para Nhlh2 es infértil debido a que se reduce la
migracion de las neuronas GnRH a sus sitios hipotalamicos finales (Kruger at al., 2004).
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Figura 6. Los FT OTP y ASCL1 median la proliferacion y migracién de los progenitores a los niicleos mediales hipotalamicos.
OTP y ASCL1 regulan la proliferacién de progenitores de diversos tipos celulares del PVN, SON, aPV y el AN. Por su parte
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el FT SF-1 regula la migracién y coalescencia de las células del VMN que expresan BDNF. SIM1y ARNT2 se necesitan para
la migracién de todas las neuronas del PVN. En este nucleo se sabe que BRN2 se necesita para la diferenciacion de las
neuronas que expresan AVP, CRH y OXT, mientras que SIM2 es necesario para la diferenciacidon de las neuronas que
expresan SST y TRH. EI FT NHLH2 es importante para la expresion de POMC pues modula la expresion de la convertasa 1
que produce MSH. Cabe mencionar que existe una poblacidn doble positiva para SF-1 y POMC, pero se desconocen los FT
que la determinan. Abreviaciones: AN: nuicleo arcuato; AgRP, proteina relacionada con Agouti; aPV; nucleo periventricular
anterior; ARNT2, receptor nuclear translocador de arilhidrocarbon 2, ASCL1, complejo achaete-scute 1; AVP, vasopresina;
BDNF, factor neurotrofico derivado del cerebro; BRN2, Brain-2; CART, transcrito regulado por cocaina y metanfetamina;
catecol., catecolaminas; CRH, hormona liberadora de corticotropina; FT, factor de transcripcion; GHRH, hormona
liberadora de hormona del crecimiento; NHLN2, hélice-bucle-hélice nesciente 2; NPY, neuropéptido Y; OXT, oxitocina;
POMC, proopiomelanocortina; PVN: ntcleo paraventricular; SF-1, factor esteroidogénico 1; SIM1y 2, homdlogo de simple-
minded de Drosophilaly 2; SON: nucleo supradptico; SST; somatostatina; TRH; hormona liberadora de tirotropina; VMN:
nucleo ventromedial (Tomado de Jo y Chua, 2009).

L.V.lIl Funcién de miR-7 en el hipotalamo

En una busqueda de los miRNAs mads enriquecidos en el hipotdlamo adulto de rata y ratén se
encontré que miR-7a, miR-137 y miR-153 se encuentran enriquecidos especificamente en dicha
region, siendo miR-7a el mas expresado de los tres (Herzer at al., 2012). En ratdn existen 3 loci de
miR-7, en el cromosoma 13, miR-7a-1; en el 7, miR-7a-2; y en el 17 miR-7b. Los tres tienen la misma
semilla; sin embargo, miR-7b difiere en un nucleétido hacia la regién 3’ y presenta una adenina en
vez de un uracilo. Dadas las funciones del hipotdlamo, se puso especial atencién en las regiones
hipotaldmicas relacionadas con los comportamientos de la alimentacidon y homeostasis del peso
corporal; en ambos organismos se encontrd lo mismo, miR-7a se encuentra enriquecido SON, SCN,
PVN, el 6rgano subfornical y en la parte media del AN, principalmente en la parte dorsomedial
(DMH) y ventromedial (VMH; Herzer at al., 2012). La expresidn en la regién ventromedial del nucleo
arcuato se colocaliza con la de miR-7a en las neuronas que producen NPY y AgRP, ambas neuronas
orexigénicas y no colocalizan con las neuronas anorexigénicas POM/CART (Herzer at al., 2012). Por
lo tanto, la funcién de miR-7 en esta localizacidn especifica es controlar la expresion proteica de
genes orexigénicos y de este modo regular la ingesta de comida.

Ademds de lo inicialmente descrito, en cuanto al papel neurogénico de miR-7 en regiones
como la corteza o el bulbo olfatorio, estudios previos han demostrado que miR-7 se expresa
diferencialmente en el cerebro adulto de murinos y su funcidn es evolutivamente conservada. La
investigacion realizada en el anélido Platynereis dumerilii y en el pez cebra, identificé que la huella
molecular que caracteriza a la regién a partir de la cual se forman los centros neurosecretorios esta
formada por los FT Nk2.1 (receptor similar a lectina 3 de células nk), Rx (homeocaja retinal), Vax
(homeocaja ventral anterior) y Otp (Tessmar et al., 2007). Similar al patron de expresion de los FT,
miR-7 se expresa en las mismas dareas y colocaliza con las neuronas RFamidérgicas vy
vasotocinérgicas. Dadas las caracteristicas mencionadas, se propone que fueron los centros con
funciones neurosecretorias y sensoriales los que iniciaron el desarrollo evolutivo de los centros
neurosecretorios como el hipotalamo (Tessmar et al., 2007).
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Il. Antecedentes
Il.1 Factores de transcripcion importantes en la determinacion del fenotipo neuronal TRHérgico

Como se menciond en apartados anteriores se conocen algunos de los FT fundamentales para el
desarrollo de algunos fenotipos del hipotdlamo neuroendécrino importantes para el desarrollo de
nucleos de la zona medial del hipotdlamo y se conoce que de entre ellos algunos son de expresion
temprana como Otp y otros de expresion tardia tales como Sim1, Sim2 y Arnt2 (Michaud et al., 2001;
Perez y Charli, 2006; Jo y Chua, 2009). Sin embargo, nuestro conocimiento de los mecanismos
moleculares que activan y regulan tales factores de transcripcidn dista de estar completo y aun falta
por conocer muchos aspectos del desarrollo embrionario y de la diferenciacion neuronal
hipotaldmica. En este sentido nuestro laboratorio ha colaborado ampliando el conocimiento del
programa de FT importantes para el fenotipo hipotaldmico TRHérgico.

Haciendo uso de microarreglos se obtuvo informacion del perfil transcriptémico de
neuronas TRHergicas de rata del dia E 17; y se identificaron tres FT cuya expresién esta enriquecida
en este fenotipo neuroendocrino: KIf4 (factor similar a Krtippel 4), KIf10 (factor similar a Kriippel 4)
también conocido como Tieg (gen temprano inducible por Tgf-B) y Atf3 (factor activador de la
transcripcién 3). Después se identificé que KIf4 se expresa durante el desarrollo del hipotdlamo de
rata y es fundamental para la maduracién del fenotipo TRHérgico. KIf4 en conjunto con el FT Sp1 se
une al promotor del gen de Trh regulando su expresion (Pérez-Monter et al., 2011). En contraste,
los ratones “knockout” para Klf4 presentan una expresién disminuida de Trh y en consecuencia
menos niveles de proteina; sin embargo, el hipotdlamo no mostro cambios observables
histolégicamente (Pérez-Monter et al., 2014). Finalmente, debido a que la expresién de KIf10 se
encuentra enriquecida en neuronas TRHérgicas fetales, se investigd cdmo TGFB2 induce la expresién
de Trh por medio de un mecanismo dependiente de FT KIf10 y del TBRI (receptor de TGF tipo |;
Martinez-Armenta et al., 2014). Ademas, ratones “knockout” para KIf10 presentan una expresion
disminuida de Trh en comparacion a animales silvestres; estos resultados sefialan que la
sefializacion de TGF por medio de KIf10 es importante en el establecimiento de la expresion de Trh
en el hipotdlamo embrionario (Martinez-Armenta et al., 2014).

IL.11 Ensayo de “pull-down” para la identificacidn de los genes blanco de miR-7 en una linea celular
hipotalamica embrionaria

En nuestro laboratorio se demostroé al igual que en el articulo de Cui et al. (2014) que KIf4 es blanco
directo de miR-7, hecho que tiene diversas implicaciones biolégicas durante el desarrollo del
sistema nervioso central (Meza-Sosa, et al., 2014). De acuerdo con lo anteriormente publicado, se
sabe que la disminucién de los niveles proteicos de KLF4 es indispensable para la migracion y
maduracién neuronal (Quin et al., 2011 y 2012). Esto indica que la expresion de K/f4 debe ser
regulada de manera muy precisa durante las distintas etapas del proceso de diferenciacion
neuronal. Debido a que miR-7 se expresa de manera importante en el cerebro (Choudhury et al.,
2013) y tiene como blancos a genes como KI/f4 con funciones en la diferenciacion neuronal, es
posible que miR-7 regule de manera muy precisa varios de los eventos necesarios para la
neurogénesis, como la salida irreversible del ciclo celular de las NSCs, la migracion y la maduracion
neuronal a través de regular diversos genes. En ese sentido, a través ensayos de RT-gPCR se
determind la expresion de miR-7 en diversas etapas del desarrollo hipotaldmico de ratéon y se
observé que los niveles de miR-7 aumentan aproximadamente 5 veces del dia E 12 al E 15, etapa en
la cual las NSCs salen del ciclo celular, después ocurre otro aumento de 3 veces del dia E 15 al E 18
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donde hay la mayor actividad neurogénica en el hipotdlamo murino y finalmente aumento 4 veces
del dial P 7 al P 14, periodo en el cual sucede la maduracién neuronal (Tesis de doctorado Meza-
Sosa, 2014, Figura 7).
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Figura 7. La expresién de miR-7 en el telencéfalo de los dias embrionarios (E) 12, E15 e hipotalamo de E18, E20, postnatal
(P) 7, P14 y adulto se determind por ensayo de RT-qPCR. (Tomado de tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014).

Con el objetivo de identificar genes blanco de miR-7, adicionales a KlIf4, en un contexto
neuronal hipotalamico, la Dra. Karla Meza-Sosa realizé en su tesis de doctorado un analisis de “pull-
down” o captura de blancos de miR-7 siguiendo el protocolo previamente publicado (Lal et al.,
2011). Este estudio permitid identificar un total de 1,323 blancos de miR-7 en la linea mHypoE-N1,
enriquecidos mas de 2 veces (> 2 fold) y con un rango de descubrimiento falso (FDR) < de 0.0001
(Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014; Meza-Sosa et al., manuscrito en preparacion).

1.1l Identificacion de blancos de miR-7

A partir de la lista de los 1,323 blancos de miR-7 obtenidos por medio del ensayo de “pull-down” se
vaciaron los blancos en dos bases de datos de enriquecimiento de vias de sefializacién y de creacion
de redes de interaccidon (Materiales y métodos). En ambos analisis surgieron mas de diez genes
blanco participantes en procesos de remodelacién y regulacion del citoesqueleto. Sin embargo, nos
interesd investigar tres blancos especificos por su enriquecimiento especifico en el sistema nervioso
central, puesto que muchos otros tienen una expresion mas general; y por ser blancos novedosos,
pues no se conoce cual es su funcién en el SNC pero se sabe que participan en el rearreglo del
citoesqueleto. Estos tres blancos fueron Septinal, Septina8 y Profilina2. Aunque se conoce que la
expresion de los tres estd enriquecida en el cerebro, la funcién molecular de estos tres blancos no
ha sido reportada en el desarrollo o diferenciacién del hipotdlamo. Pfn2 es un gen que participa en
la “Regulacidon del citoesqueleto de actina” y en la “Regulacion del rearreglo del citoesqueleto”,
indicadas respectivamente por las plataformas de enriquecimiento KEGG y Metacore. Por su parte,
las septinas son genes cuyas funciones especificas son poco conocidas, se reportaron Unicamente
con el enriquecimiento de vias dentro de la clasificacion de “Invasiéon bacteriana de células
epiteliales”, indicada por KEGG; sin embargo, se sabe que las septinas interactian con el
citoesqueleto y la expresién de ambos genes Septl y Sept8 se encuentra especificamente
enriquecida en el cerebro (Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003; Witke et al., 1998), por lo que
su estudio representa un area novedosa de investigacidn tanto en el contexto del SNCy alin mas en
el desarrollo especifico del hipotalamo.



33

IL1IL.1 Septinal y Septina8, generalidades y funcion durante la neurogénesis

Las septinas (Sept) se definen como una familia de guanosina trifosfatasas (GTPasas)
conservadas en los eucariotas, funcionan como el cuarto elemento del citoesqueleto, pues tienen
un aspecto filamentoso, interaccionan con las membranas celulares, con los microfilamentos de
actina, los microtubulos y ademas son importantes en la dinamica del citoesqueleto (Mostowy et
al., 2012; Trimble et al., 2011).Basados en la homologia con las septinas de levadura se sabe que las
septinas de mamiferos se pliegan en complejos de octdmeros para después formar filamentos
compuestos de dos copias de una septina de cada familia del siguiente modo: SEPT9-7—-6—2-2—-6—
7-SEPT9; esta composicion es flexible y tejido-especifica debido a la redundancia de las septinas
(Versele et al., 2005). El complejo unitario de formacién de filamentos es un octdmero; sin embargo,
se sabe que las septinas también pueden intectuar formando homo u heterodimeros, o bien
hexameros (Dolat et al., 2014).

Los estudios de secuenciacidn gendmica han mostrado que existen 13 genes de septinas en
mamiferos, clasificadas en base a su similitud en cuatro grupos llamados por el nombre de un solo
miembro, como sigue (Russel y Hall, 2005; Peterson et al., 2007; Figura 8):

e Sept2, queincluye a Septl, Sept2, Septd y Sept>s.

e Sept6, que incluye a Sept6, Sept8, Septl10, Septlly Septl4, los miembros de esta familia son

cataliticamente inactivos y estdn siempre unidos a GTP.
e Sept7, el unico miembro.
e Sept9, que incluye a Sept3, Sept9y Sept12.

Estos genes pueden ser procesados por “splicing” alternativo y producir un conjunto de
diferentes polipéptidos. El caso mas Ilamativo es el “splicing” que se da en para el gen de Sept9, el
cual produce 18 mRNAs y 15 polipéptidos diferentes (Mostowy et al., 2012). Cabe mencionar que
debido a que la Sept7 es el Unico gen no redundante, el fenotipo de ratones nulos para Sept7 es
letal durante la embriogénesis (Mostowy et al., 2012). Interesantemente los ratones “knockout” de
Sept 3, 4, 5 6 6 tienen cambios de fenotipos sutiles e inclusive los dobles “knockout” para Sept4 y 6,
o Sept3 y 5 no tienen defectos morfoldgicos severos (Froese at al., 2008). En células de mamiferos
la expresidon de septinas parece ser necesaria en el proceso de divisién celular. De manera
interesante, la mayoria de las septinas identificadas en mamiferos se expresan en niveles altos en
el cerebro y en neuronas post-mitéticas, sugiriendo que su funcidn en estos organismos se extiende
mas alld que el observado en levaduras, que es en donde se descubrieron y son mds conocidas por
su funcién en la citocinesis (Mostowy et al., 2012).
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Figura 8. En la figura se muestran las 4 familias de septinas nombradas 2, 6, 7 y 9 con cada uno de sus elementos. En la
parte superior se muestran los dominios de cada familia N- aminoterminal, PRD-dominio rico en prolina, PB-polibasico, de
unién a GTP, SUE-elemento Unico de septinas, CC: hélice super-enrollada y C-carboxi terminal. De igual manera se indica
que solo la familia 6 no tiene actividad de GTPasa (Tomado de Dolat et al., 2014).

En nuestro laboratorio, se determind que Sept1 y Sept8 son blancos de miR-7 en el contexto
neuronal hipotaldmico, dicha interaccién no ha sido investigada en este contexto ni en el de
neurogénesis en general, a pesar de que se ha reportado que ambas septinas se expresan en el SNC
(Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003). En cuanto a Septl1, se sabe que tanto in-vivo como in-
vitro esta interacciona con AuroraB; una de las tres cinasas Aurora, que participan en la segregacién
de cromosomas y la citocinesis en mamiferos (Qi et al., 2005). Sept1 es fosforilado en 3 residuos de
serina (248, 307 y 315) por AuroraB y durante la citocinesis, ambas proteinas se colocalizan en el
surco de segmentacion, lo cual suguiere que AuroraB regula la dindmica del ensamblaje vy
desensamblaje de Septl, favoreciendo la segregacién de células hijas (Qi et al., 2005). La
sobrexpresiéon de una AuroraB sin actividad de cinasa interrumpe las interacciones cinetocoro-
microtubulo, la formacién del surco de segmentacién y la citocinesis resultando en poliploidia
(Terada et al., 1998). Se piensa que la fosforilacion de Sept1 por AuroraB tiene el mismo efecto de
la fosforilacién de las proteinas vimentina, desmina y GFAP de los filamentos intermedios por
AuroraB y ROCK; por lo que pierden la capacidad de formar filamentos, lo cual permite el
desensamblaje de estos y el progreso de la citocinesis (Kosako et al., 1997; 1999; 2000 y Qi et al.,
2005). La funcidn bioldgica de Sept8 también se desconoce, pero se sabe que esta enriquecida en
las presindpsis y que interactla con diversas proteinas de vesiculas sinapticas; por lo tanto, Sept8
podria estar involucrada en la liberacidon de neurotransmisores (Shiryaev et. al, 2012). Por otro lado,
se ha demostrado que Sept8 es capaz de interactuar con Sept5 (o CDCrel-1) la cual se expresa
principalmente en el sistema nervioso e interactia con la proteina sintaxina, uniéndose
directamente via su dominio SNARE (Blaser et al., 2004). Ademas, la sobreexpresién de Sept5 inhibe
la exocitosis en células HIT-T15 (insuloma de hamster), mientras que mutantes negativas de Sept5
aumentan la tasa de exocitosis (Beites et al., 1999).

Ademas de la funcién anterior, se conoce que la expresidén desregulada de las septinas se
relaciona con el desarrollo de enfermedades y tumores en varios tejidos (Hall et al., 2005). Sept1 se
relaciona con el desarrollo de cancer colorectal y oral; en este Ultimo se sabe que su elevada
expresion contribuye a la progresion del cancer (Kato et al. 2007). Igualmente, se le relaciona con el
desarrollo de carcinomas de células escamosas (SCC) del cuello y cabeza. En tal contexto es probable
que Septl participe en el contacto entre células o las células y sus substratos, pues se encuentra
enriquecida en los lamelopodios junto con Sept4 y Sept5, siendo que normalmente se localiza
difusamente en el citoplasma (Mizutani et al., 2013; Squire et al., 2002). Igualmente, existe una alta
expresion de Septl en cancer de mama, en donde se le llama serolégicamente antigeno de cancer
de mama NY BR 24 (Russell y Hall, 2005, Singh et al., 2011). El Unico hallazgo reportado hasta el
momento respecto a Septl y su funcion en el contexto neuronal indica que Septl se expresa en los
ovillos neurofibrilares de los cerebros post mortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer,
junto con Sept2 y Sept4. Debido a esta asociacion con la proteina tau hiperfosforilada, es posible
gue estas tres septinas sean constituyentes integrales en la formacidn de los ovillos neurofibrilares
(Kinoshita et al., 1998). Por ultimo, también se sabe que Sept8 y Sept5 se expresan en el ojo y la
expresion de Sept8 es alta en las membranas retinales patolégicas con dos retinopatias
proliferativas que forman membranas fibrosas como cicatrices; por lo tanto, se piensa que Sept8
juega un papel importante en la patogénesis de proliferacién y migracion retinal (Pache et al. 2005;
Xin et al., 2007). Al igual que para Septl, se conoce una funcion para Sept8 en el contexto de
Alzheimer, puesto que la sobrexpresién de una variante transcripcional de Sept8 relacionada con la



35

enfermedad es capaz de aumentar la vida media de BACE1 mediante la prevencién de su
degradacion (Kurkinen et al., 2016).

ILILII Profilina2, generalidades y funcion durante la neurogénesis

En la actualidad sabemos que las profilinas se expresan en animales, plantas, levaduras y amibas, e
inclusive algunos virus codifican una proteina similar a profilina (Witke et al., 2004). La principal
funcién descrita para las profilinas es su unién a los monémeros de actina-G de modo 1:1; sin
embargo, existen otras proteinas en la célula con la misma funcién (Witke et al., 2004). Las profilinas
tienen una mayor afinidad por actina-ATP (Kd=0.1 uM) que por actina-ADP (Kd=0.5 uM; y funcionan
como intercambiador de nucleétidos aumentando en 1,000 veces la velocidad en la cual actina-G
intercambia ADP por ATP (Paavilainen et al., 2004; Witke at al., 2004). Estructuralmente ademas del
sitio de unidn a actina las profilinas tienen otros dos dominios, uno de unién a fosfoinositoles,
principalmente PIP,y PIPs, que se sobrelapa parcialmente con el sitio de unién a actina, por lo que
los fossolipidos previenen la unién de actina a profilina; y un tercer dominio de unién a intervalos
de poli-L-prolina (Figura 9; Lambrechts et al., 2006).
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Figura 9. Las profilinas tienen tres dominios de unién. En rojo se muestra el de unidn a actina, en amarillo el de unién a
intervalos de poli-L-prolina o proteinas ricas en prolina y en gris el de unién a fosfoinositoles entre ellos Ptdins (4,5) P, el
cual se sobrelapa con los dos dominios anteriores y por eso tiene una funcidn regulatoria. Se muestran también la
estructura de la actina y de PtdIns (4,5) P unidos a sus respectivos dominios (Tomado de Paavilainen et al., 2004).

Existen cuatro genes de profilina en mamiferos, uno de ellos con dos variantes por “splicing”
alternativo lo cual genera 5 isoformas. Pfnl expresada ubicuamente y estd relacionada con
funciones de generales de motilidad como citocinesis y migracién y adhesién (Jockusch et al., 2007).
Esta funcién se ve reflejada en que el ratéon “knockout” de Pfnl es letal en la etapa de
preimplantacién embrionaria (Witke et al., 2001). Pfn2 expresada principalmente en el SNC, Pfn3
expresada en el rifidn y testiculos y Pfn4 expresada Unicamente en testiculos (Witke et al., 1998; Hu
et al.,, 2001; Obermann et al., 2005). Pfn2a, la principal variante por “splicing”, se expresa
mayormente en el cerebro y su expresion se encuentra regulada a lo largo del desarrollo
embrionario; mientras que Pfn2b se identificé en el rifidn (Lambrechts et al., 2000). Por lo tanto, en
el cerebro de mamiferos se expresan sélo Pfn1 y Pfn2a y ambos se producen diferencialmente
durante el desarrollo; a pesar de que se conoce su funcién en la regulacion de la dindmica de actina,
su funcién especifica en las neuronas se desconoce (Michaelsen et al., 2010).

El modelo “knockout” de Pfn2 es viable y no presenta ningun defecto del desarrollo en
corteza, hipocampo o cerebelo; las pruebas de memoria muestran que no hay afectacién en la
potenciacion a largo plazo (LTP) o la memoria y en cuanto a estructura, las sinapsis de estas tres



36

regiones y del nucleo estriado son iguales en nimero y morfologia in vivo (Boyl et al., 2007). Sin
embargo, en las neuronas hipocampales de los ratones “knockout”, se presenta una mayor
excitabilidad y exocitosis de neurotransmisores debido a un aumento en el anclaje de vesiculas
presindpticas y una hiperactivacion del nucleo estriado que se refleja como un aumento en el
comportamiento de busqueda de novedad o “novelty seeking” (Boyl et al., 2007). Pfn2 juega un
papel importante en el proceso de neuritogénesis; el grupo de Boyl et al. (2007) reporté que, a pesar
de no haber cambios en el nimero y morfologia de las sinapsis de la corteza, el hipocampo vy el
cerebelo de los ratones Pfn2-/-, si hay un aumento en el nimero de neuritas producidas por las
neuronas hipocampales in vitro, durante las primeras 24 h, pero este efecto se pierde a las 48 h.
Esto coincide con la investigacion realizada previamente por el grupo de Da Silva et al. (2003), que
indica que la inhibicién de cualquiera de los tres componentes de la via de sefalizaciéon de RhoA,
(homdélogo de la familia de Ras, miembro A), ROCK (cinasa dependiente de RhoA), Pfn2 produce un
aumento en el nimero de neuritas y en la longitud de éstas (Da Silva et al., 2003). Por el contrario,
la sobrexpresién de Pfn2 disminuye el nimero y longitud de neuritas aun cuando las células se
siembren en presencia de neurotrofinas como BDNF, NGF, NT3, o en cajas cubiertas con laminina,
las cuales promueven el crecimiento de neuritas (Da Silva et al., 2003). Los efectos observados en
las neuritas son producto de cambios en la estabilidad de actina, en el caso de la sobreexpresién de
Pfn2, ésta causa un aumento en la actina-F estabilizando mas a los microfilamentos de actina y eso
impide el surgimiento y extensién de neuritas. Contrariamente, en la inhibicion o disminucion de
Pfn2 se reduce la actina polimerizada y entonces se producen mas neuritas y de mayor longitud
(Wolven et al., 2000; Da Silva et al., 2003).

Mas tarde en el desarrollo, la Pfn2 también juega un papel importante relacionado con la
morfologia de las dendritas y sus espinas. Mediante el uso de RNA de interferencia (RNAI) se produjo
un “knockout” de Pfn2 y se estudiaron sus efectos en neuronas del hipocampo, demostrando que
en dicho modelo hay una reduccion significativa en la complejidad de las dendritas (determinada
por su longitud y ramificaciones) y el nimero de espinas; la sobreexpresién de Pfn1 en dichos
ratones previene la pérdida de espinas, pero no restaura la complejidad dendritica (Michaelsen et
al., 2010). Probablemente las diferentes funciones de las profilinas se deben a diferentes afinidades
por los efectores que también se encuentran involucrados en la dindmica de actina, la proteina Pfnl
se une preferentemente con PIP2, mientras Pfn2 se une con la formina mDia2 (Lambrechts et al.,
1997; Michaelsen et al., 2010). Ambas vias estimulan el ensamblaje de filamentos de actina, pero
en diferentes compartimentos neuronales; Pfn1 en el compartimento de las espinas y Pfn2a en el
compartimento de las dendritas (Michaelsen et al., 2010). Ademas, la sobreexpresion del receptor
de pan-neurotrofina p75NTR causa una reduccién de la complejidad dendritica que es rescatada a
niveles similares a los controles por la sobreexpresidén de Pfn2 (Zagrebelsky et al., 2005; Michaelsen
et al., 2010).

IL.IV Andlisis transcriptomicos de RNAseq y miR-seq en el hipotalamo

En seguimiento al ensayo de captura de miR-7, durante su tesis de doctorado la Dra. Karla Meza-
Sosa determind el perfil de expresion de miRNAs y el transcriptoma del hipotalamo en desarrollo.
Para ello, disecto el diencéfalo al dia E 12 y los hipotalamos en los dias E 15, E 18, E 20, postnatal (P)
7 (P 7), P 14 y adulto (A). Este estudio permitié en primera instancia, corroborar observaciones
previas de nuestro grupo (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014) al determinar que la expresidon de
miR-7 se regula de manera diferencial durante el desarrollo del hipotdlamo. Todos los resultados
fueron expresados en nimero de transcritos por millén de lecturas o TPML (Figura 10). El transcrito
de miR-7 aumento progresivamente, del dia E 12 al E 15 aumentd un 19%, en este periodo los NPCs
salen del ciclo celular, después del dia E 15 al E 18 aumentd un 14%, estos dias tienen la mayor
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actividad neurogénica en el hipotadlamo y por ultimo del dia E 18 al P 7 aumentd un 7%, en este lapso
las neuronas se encuentran en la etapa de diferenciacién y maduracion. Finalmente, en el ultimo
periodo de P 7 a adulto, en donde la mayoria de las neuronas han madurado y establecido
conexiones sindpticas con multiples otras, hubo una disminucién minima del 1% (Figura 10.A).

Para el caso del transcrito de Septl hubo una disminucién gradual conforme progresa el
desarrollo de -17% del E 12 al E 15, un -45% del E 15 al E 18 y -215% del E 18 al P 7. En contraste, al
final del P 7 al adulto, hubo un aumento del 54% (Figura 10.B). Observando ambos patrones
podemos decir que hay una correlacién inversa entre los transcritos de miR-7 y Sept1. En cuanto al
transcrito de Sept8 hubo un aumento minimo del dia E 12 al E 15 del 1%, seguido de una disminucién
del -20% del E 15 al E 18, del E 18 al P 7 hubo un aumento de 21% y finalmente del P 7 a adulto un
aumento de 15% (Figura 10.C); por consiguiente, observamos que el patron de expresion en el E12,
E15y el P7 es muy similar y hay una sola disminucién en el dia 18. Por ultimo, para el transcrito de
Pfn2 existe un aumento del 8% del E 12 al E 15, seguido de un 9% del E 15 al E 18 y un 5% del E 18
al P 7,y del P7 aadulto una disminucion de -17% (Figura 10.D); es decir, en relacion con miR-7 tiene
el mismo patrdn, aumentos graduales en dias embrionarios y hasta P 7 y una disminucién en adulto.
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Figura 10. Esquematizacién del nivel de los transcritos de miR-7 (A), Sept1 (B), Sept8 (C) y Pfn2 (D). Los niveles de transcrito
de los genes de interés se obtuvieron por duplicado analizando las muestras obtenidas de los diencéfalos de los dias
embrionarios E12, E15 y los hipotadlamos del dia E18 postnatal 7 y adulto. NUmero de experimentos n=2. TPML: transcritos
por millén de lectura.
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1. Justificacion

La neurogenesis embrionaria es un proceso altamente regulado en el que la correcta activacion de
programas genéticos y el control de la expresidn de estos en tiempos y localizaciones especificas es
de suma importancia para el correcto desarrollo del SNC. Respecto al control de la expresion génica
se sabe que especificamente en el SNC el control post-trascripcional de los miRNAs es de suma
importancia, pues 70% de los miRNAs conocidos se expresan en el cerebro; es decir, mucho mas
que cualquier otro drgano en vertebrados (Yoguita et al., 2014). EIl miRNA que despertd nuestro
interés fue miR-7, que participa regulando la salida del ciclo celular de las NSCs favoreciendo la
diferenciacién neuronal, su expresién es fundamental para la correcta diferenciacidén de la corteza
cerebral y el bulbo olfatorio (Cui et al., 2014; Pollock et al., 2014; De Chivigney et al; 2012). Ademas,
miR-7 forma parte de la “huella molecular” evolutiva de los centros neurosecretorios y se encuentra
enriquecido especificamente en diversos nucleos que conforman al hipotdlamo.

Conocer mads acerca de los factores de transcripcion y sus mecanismos de regulaciéon
durante el desarrollo embrionario y diferenciacion del hipotdlamo es de suma importancia pues se
sabe muy poco acerca de ellos y los programas genéticos necesarios para la determinacion de los
diferentes fenotipos hipotaldmicos. En este sentido en nuestro laboratorio se ha colaborado
ampliando el conocimiento de los factores de transcripcion importantes para el fenotipo
hipotaldmico TRHergico y se ha encontrado que dos factores de transcripcidon de la familia de los
KLFs; KIf-4 Y KIf-10 asi como el FT Atf3, son importantes para el desarrollo de este fenotipo.
Identificar que un miRNA tal como miR-7 se une a la 3’'UTR del FT KIf4 abre un abanico de
posibilidades en cuanto a que miR-7 puede tener otros blancos en el contexto celular analizado que
sean de fundamental importancia para el desarrollo del hipotalamo. Entre los blancos obtenidos del
“pull-down” de miR-7 en una linea celular hipotaldmica embrionaria de ratdn surgieron tres blancos
novedosos: Septl, Sept8 y Pfn2, los cuales codifican proteinas del citoesqueleto neuronal y cuya
expresion se encuentra enriquecida en el cerebro (Dolat et. al, 2014; Shimoyama et al., 2003; Hu et
al., 2001).

La remodelacion del citoesqueleto neuronal es fundamental durante la neurogénesis, para
la polarizacién, proliferacién, migracion, diferenciacién y maduracién neuronal, asi como la
plasticidad neuronal postnatal. Por lo tanto, el citoesqueleto neuronal es la base de la conectividad
y por consiguiente de la funcionalidad cerebral. No hay informaciéon concerniente a la funcidn
hipotaldmica de los tres blancos publicada hasta el momento; sin embargo, se ha relacionado a
ambas septinas, Septl, Sept8 con los procesos patogénicos que llevan al desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer (Kinoshita et al, 1998; Kurkinen et al., 2016) y se sabe que Pfn2 es
importante en la citoarquitectura de las dendritas de neuronas del hipocampo (Michaelsen et al.,
2010). Conocer si los genes Septl, Sept8 y Pfn2 son blancos funcionales de miR-7 y a su vez
determinar si su inhibicién es necesaria para la diferenciacién neuronal, nos ayudara a entender a
nivel molecular cual es la posible funcién de estas proteinas en el citoesqueleto neuronal
hipotaldamico. Esta informacidn contribuird a conocer mas del desarrollo del hipotalamo, lo cual es
importante desde el punto de vista clinico pues diversos defectos en el desarrollo de éste llevan a
padecimientos tales como diabetes insipida, hipogonadismo, defectos en el nervio éptico, obesidad,
retraso mental y otros padecimientos (Michaud, 2001).
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IV. Hipotesis

MiR-7 controla la dindmica del citoesqueleto durante el proceso de diferenciacién neuronal a través
de regular post-transcripcionalmente a Sept1, Sept 8 y/o Pfn2.

V. Objetivos
V.l Objetivo general

Demostrar que miR-7 controla el grado de diferenciacién celular mediante el control post-
transcripcional de los genes que codifican a las proteinas del citoesqueleto SEPT1, SEPT8 y PFN2.

V.l Objetivos particulares

1. Corroborar que Septl, Sept8 y Pfn2 son blancos de miR-7.
2. Demostrar que miR-7 regula la diferenciaciéon neuronal a través de controlar los niveles
de proteina de SEPT1, SEPT8 y/o PFN2.

VI. Materiales y métodos
VLI Cultivo celular

Las células embrionarias hipotaldmicas mHypoE-N1, mHypoE-N46 y mHypoA-NPY, asi como las
células de rifién embrionario humano HEK-293 se cultivaron en medio DMEM (Medio Eagle
modificado por Dulbecco) suplementado al 10% con suero bovino fetal (SFB), 50 U/mL de penicilina
50 pg/mL de estreptomicina y glutamina al 2 mM, que se mantuvieron en una atmaésfera de cultivo
a37°C, 5% de CO,y90% de humedad. Una vez el cultivo llegd a confluencia, se hizo un pase seriado,
las células se lavaron con 1 ml de tampédn fosfato salino (PBS) y se tripsinizaron durante uno o dos
minutos a 37°C, tiempo en el que se despegaron del fondo de la caja. Después se aiadié un volumen
de medio DMEM igual al de tripsina para detener la accién de la enzima, se resuspendié la mezclay
se obtuvo una alicuota para realizar el conteo celular, utilizando la cdmara de Neubauer y el método
de tincién por exclusion de azul de tripano para contabilizar Unicamente células vivas. En base a
curvas de crecimiento de cada linea celular se determind la cantidad de células necesarias para
obtener confluencia en 24 6 48 h y sembrar las células a dicha densidad. Dicho cultivo fue
considerado como el pase seriado consecutivo de la linea celular. Para preservar la linea celular se
congelaron los viales de células, siguiendo el procedimiento de lavado y desprendimiento celular
por tripsinizacién antes mencionado, después el contenido total de la caja de cultivo se centrifugd
y se deposité en un criotubo resuspendiéndose en 10% de DMSO y 90% de SFB. Los criotubos se
depositaron inmediatamente en hielo seco, se trasladaron a -70°Cy a las 48 h a nitrégeno liquido.

También se utilizaron ESCs de ratdon llamadas ES-R1, para la obtencidon de proteina de
estadios de proliferacién y diferenciacion. Dichas células fueron diferenciadas a motoneuronas por
un periodo de 9 dias. Las ESC fueron donadas por el Dr. Ivan Velasco del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM. Inicialmente las ESCs fueron mantenidas brevemente en condiciones de proliferacién,
en medio KO DMEM suplementado al 15% con suero fetal de ternera (SFT), 1% de aminoacidos no
esenciales, 2 mM de glutamax, 55 uM de B-mercaptoetanol y 50 U/mL, de penicilina estreptomicina
en una incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad. Para diferenciarlas se pasé el cultivo a
cajas de Petri no adherentes, condicion bajo la cual las ESCs se diferencian a cuerpos embrioides
(EBs). Del dia 2 al 6 los EBs se cultivaron en presencia de 2 uM de acido retinoico y 10 uM de
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purmorfamina, después, en el dia 6 se disociaron los EBs y se sembraron sobre cubreobjetos
cubiertos con poli-L-ornitina y fibronectina en medio neurobasal suplementado en medio N2B27,
compuesto de medio DMEM-F12 suplementado con N-2 y B-27 y penicilina estreptomicina, en una
incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad por tres dias mas (Cortes et al., 2016).

VLIl Analisis bioinformatico de sitios de union a miR-7

Se hizo un analisis inicial de los blancos de miR-7 obtenidos por el ensayo de “pull-down” utilizando
3 herramientas bioinformaticas: miRanda-miRSVR, PITA y TargetScan. MiRanda-miRSVR
(http://www.microrna.org; Bertel et al., 2010) y PITA (https://www.genie.weizmann.ac.il/pubs/
mir07; Kertesz et al., 2007), éstas coinciden en que para su analisis toman en cuenta la union con la
semilla, la accesibilidad del sitio en el mRNA y la conservacidon y la energia libre, pero ademas PITA
toma en cuenta la abundancia del sitio de unién, por lo tanto, es la herramienta de andlisis mads
completa. Por su parte TargetScan Mouse 7.1 (http://www.targetscan.org/mmu_71/; Lewis et al.,
2005) toma en cuenta la unién con la semilla y la conservacién (Peterson et al., 2014). Y miRanda-
miRSVR muestra en su portal dos scores, el primero Phast Cosns que muestra el grado de
conservacién del sitio de unién en la 3’'UTR, el cual omitimos pues para esto se utilizé TargetScan,
y el segundo el miRSV score que es representativo de la fuerza del efecto regulatorio de un miRNA
en una determinada 3'UTR, y esta creado en base a un algoritmo de nueve transfecciones hechas
en células Hela que se correlacionan con otros parametros del contexto en el cual se une el miRNA
(Bertel et al., 2010). En el programa sélo se introduce el gen blanco y la especie en que se busca; es
decir, en ratdn o Mus musculus.

En el caso de PITA, éste otorga datos termodindmicos de AGopen, AGduplex y AAG que son
valores de la accesibilidad del sitio blanco y la unidon del miRNA, asi como la posicidn de unién de
miR-7 a la 3’'UTR y el tipo de semilla dado en un formato x:y:z, en el que “x” es el tamafio de la
semilla, “y” los mismatches y “z” los tipos de unidn G:U o wobble. En el programa se introdujo la
longitud completa de la 3’UTR obtenida de ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html, version
87), asi como la de miR-7 obtenida de mirbase (www.mirbase.com, version 21) y se selecciond la
opcidn de ratén para el organismo analizado. Por ultimo, para el caso de TargetScan Mouse7.1, éste
muestra sitios blancos conservados buscando regiones conservadas de tipo 8mer, 7mer o 6mer, que
se unen en las posiciones 2 a 8 de la semilla del miRNA, afiadiendo una A en la posicion 1 de la
semilla, es decir en un total de 8 nts y para el 7mer y para 6mer un total de 7 6 6 nts. Asi mismo, se
muestran algunos sitios poco conservados. Ademas, TargetScan provee otros datos importantes
como el score acumulativo llamado context++ referente a la eficacia de uniéon entre el miRNA y el
blanco, asi como también el PcT que se refiere a la probabilidad de que los blancos estén
conservados. Para el analisis se introdujo Unicamente el nombre del gen de interés en formato de
ID de gen y por ultimo la familia de miRNAs conservada que se busca, en este caso la familia de
mmu-miR7-5p, es decir, el miR-7 maduro.

VLIl Andlisis del enriquecimiento de vias de sefializacion en blancos de “pull-down”

El analisis de captura de blancos de miR-7 en la linea celular hipotalamica N1 consistié en el método
que usa oligonucleétidos de miRNA biotinilados y el uso de perlas cubiertas con estreptavidina para
la captura del complejo de miR-7 y sus blancos (Lal et al., 2011, Tesis de doctorado Meza-Sosa,
2014). En este “pull-down” se identificaron un total de 1,323 blancos de miR-7 en el contexto Gene
SeT Analysis Toolkit (www.webgestalt.org) versidon 2015 (Zhang et al., 2005) haciendo un analisis
de vias de enriquecimiento, para la cual se hizo uso de las vias de la Enciclopedia de Kyoto de genes
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y genomas (KEGG pathways) basandonos en la base de datos para ratén, dandole como entrada los
registros de Entrez que codifican para proteina. Ademas, el programa realizé una prueba estadistica
hipergeométrica, que es la prueba por default que el portal realiza para el enriquecimiento y
ajustando los multiples valores de p por el método de Benjamini y Hochberg (1995). Finalmente, se
utilizé un valor de significancia de p>0.5 y se considerd a una via representativa con un minimo de
dos genes por categoria. Los datos analizados arrojan las vias mas enriquecidas en orden ascendente
segln su valor p ajustado (adjP) por la prueba de Benjamini y Hochberg, asi como el valor crudo de
p antes del ajuste (rawP). Los otros datos que ofrece el andlisis son el nimero de genes de una
categoria (C), genes en el conjunto insertado y en la categoria (O), el nimero esperado en la
categoria (E) y el grado de enriquecimiento (R).

VLIV Analisis de enriquecimiento de vias para generar redes de interaccion en citoesqueleto

Se utilizd la plataforma para andlisis de enriquecimiento de vias llamada Metacore que es parte de
las herramientas del portal en linea de ThomsonReuters (https://portal.genego.com). En dicha
plataforma se hizo un andlisis de ontologia de genes (GO) para generar redes de interaccion directa
entre proteinas a partir de los blancos de miR-7 relacionados con el citoesqueleto. El valor de p
determinado para la significancia fue de p>0.001. La via utilizada como base para la red de
interaccion fue la via de “Citoesqueto- Regulacion de rearreglos del citoesqueleto” que fue la 11va
con valor mas alto de p, de los genes que se dieron como entrada 24 son elementos de dicha red y
Unicamente 8 interaccionaron entre si. Debido a esto se tomd como referencia la red anteriormente
generada por Webgestalt de modo que por medio de un andlisis combinatorio se generd la red final
de interaccién, que fue menor a 50 elementos, generando 28 elementos que interaccionaron entre
si (exceptuando Septl y Sept8 que se afiadieron porque son el objeto de estudio de la presente
investigacion). Si bien la red generada hace interaccionar a los elementos directamente, no todos
ellos fueron introducidos como “input” o entrada, es decir no todos son blancos de miR-7,
solamente aquellos que tienen un punto rojo del lado derecho son los que se introdujeron por el
usuario. Es importante mencionar que la via de “Citoesqueto- Regulacidon de rearreglos del
citoesqueleto” se compone en total de 183 elementos y aquellos elementos de la red que no fueron
blancos de miR-7, se encuentran incluidos dentro del total de la via de sefalizacidn “Citoesqueto-
Regulacion de rearreglos del citoesqueleto”. El enriquecimiento de vias despliega un total de hasta
100 vias enriquecidas con los datos introducidos y ademas otorga datos de el —log(p-value), el valor
de p, el valor del enriquecimiento de descubrimiento falso (FDR) y un enriquecimiento de los genes
que uno introduce en el andlisis y los genes totales involucrados en una via.

VI.V Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
VL.V.I 3’UTRs nativas

Una vez que se determind el sitio de unién de miR-7 a cada uno de nuestros blancos Sept1, Sept8y
Pfn2 se disefiaron primers para la amplificacién de las 3’UTR en el vector psiCHECK-2; las enzimas
de restriccion utilizadas para clonar las regiones seleccionadas de las 3’UTR fueron Xhol (CTCGAG,
rojo) sentido y Pmel (GTTTAAAC, rojo) antisentido. El siguiente listado muestra los primers, la
longitud del primer y del amplicén de cada 3’UTR, y la temperatura especifica de amplificacion:

e Septl Sentido: TATTCTCGAGTACCGCCTGTCCTCG Longitud: 25 nts
Antisentido: CGGTTGTTTAAACGGAGGCTTTTCTTGGAG Longitud: 30 nts

Amplicon: 217 nts Temperatura: 64°C
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e Sept8.1 Sentido: ACACCTCGAGACCCTTCTCCCATAAC Longitud: 26 nts
Antisentido: AAAAGTTTAAACAGAGAGGAACCAGGCGAA Longitud: 30 nts
Amplicén: 405 nts Temperatura: 60°C

e Sept8.2 Sentido: CAACCTCGAGTAGCCAATATATTATTCCA Longitud: 29 nts
Antisentido: TCATGTTTAAACTGCACAACAGAGATTAAT  Longitud: 30 nts
Amplicén: 353 nts Temperatura: 60°C

e Pfn2  Sentido: GCTACTCGAGCTGTTAAGTATTAGGGGAAA Longitud: 30 nts
Antisentido: GAAAGTTTAAACGTACAGAGGCATGCACTT Longitud: 30 nts

Amplicon: 542 nts Temperatura: 60°C

Los oligonucledtidos para Sept8 fueron dos pares para amplificar semillas separadas por
aproximadamente 2000 nts por lo cual se llamaron Sept8.1 y Sept8.2. Para las reacciones de PCR se
utilizé 1.25 unidades de la amplificasa de BioTecMol, 1x del buffer de reaccién y 1x de MgCl,, 1
pimol/ul de oligonucledtidos sentido y antisentido y utilizando como templado base para la
amplificacion 100 ng de DNA gendmico de ratdones adultos C57BL/6J en un volumen de 25 ul de
reaccion. El programa para la amplificacion en el termociclador fue el siguiente:

e Desnaturalizacién inicial de 95°C durante 5 min

e Denaturalizacidon de 95°C durante 45 seg

e Alineamiento especifico para cada 3'UTR durante 30 seg por 35 ciclos
e Extensién de 72°C durante 1 min por un total de 35 ciclos

e Extension final de 72°C durante 7 minutos.

Las temperaturas de alineamiento de las 3'UTR se determinaron a partir de hacer una
estandarizacién con un gradiente de temperatura de 58°, 60°, 62°, 64°, 66° y 68°C, a partir de esto
se observd en cual temperatura la amplificacion fue mejor y en base a ello se fijo el alineamiento
para cada producto.

VIL.V.II 3’UTRs mutagénicas

Para determinar la especificidad de la unién de miR-7 a la 3’UTR nativa de los mensajeros de Sept1,
Sept8 y Pfn2 se generaron 3’UTRs mutantes. Se disefiaron oligonucleétidos para introducir
mutaciones en el sitio de la 3’"UTR en donde se une la semilla de miR-7, siguiendo las instrucciones
del fabricante del kit “QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit” (Agilent Technologies). Se
mutaron 2 nucledtidos de un codén, de modo que la complementariedad entre la 3’UTR y el miR-7
se modificd, apareandose menos nucleétidos entre ambos, interrumpiendo de este modo la
interaccion del miRNA y la 3’UTR correspondiente. A continuacidn, se enlistan los oligos
mutagénicos con el prefijo MUT, los dos nucledtidos mutados sefialados en rojo, la region de la
semilla subrayada en amarillo y se la longitud de ambos:

e  MUT-Septl Sentido: CCATCCGACTTCGTCACCCGCGCGGCTCTAAG
Antisentido: CTTAGAGCCGCGCGGGTGACGAAGTCGGATGG
Longitud: 32 nts

e MUT-Sept8.1 Sentido: TCCAGAGCCGGTGGCTGAACTTCCATTTACAGTGTC
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Antisentido: GACACTGTAAATGGAAGTTCAGCCACCGGCTCTGGA
Longitud: 36 nts

e MUT-Sept8.2  Sentido: TGCAATTTCTAGAGTTTAAGATCGACCCATCGGCTGTGGCAA
Antisentido: TTGCCACAGCCGATGGGTCGATCTTAAACTCTAGAAATTGCA
Longitud: 42 nts

e  MUT-Pfn2 Sentido: TCCTTGGCTCATCTAGTCTGTCTTTTGTAGCGCATGGTTG
Antisentido: CAACCATGCGCTACAAAAGACAGACTAGATGAGCCAAGGA

Longitud: 40 nts

VI.VI Electroforesis de DNA en gel

Los productos de PCRs y digestiones diagndsticas se separaron en un gel de agarosa al 1% en buffer
TBE (Tris-boratos- EDTA) 0.5x o bien en buffer TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA) diluidos en agua destilada
(preparados segun Sambrook et al., 2001) utilizando como buffer de corrida el mismo buffer 1x y
corriendo el gel en un voltaje de 100 volts. Para visualizar el DNA se tin6 el gel en una solucién de
Bromuro de Etidio en una concentracion de 1 pg/ul durante diez minutos, para posteriormente
obtener la imagen del gel mediante un transiluminador de luz UV (BioRad).

VI.VII Purificacion de DNA

Después de realizar la tincidn y visualizacidén de las bandas del DNA de interés, éstas se cortaron
tratando de minimizar el volumen del gel y se introdujeron en tubos eppendorf con buffer especial
para disolver el gel. Posteriormente, se siguid el protocolo para la purificacién del DNA utilizando el
kit “GenelET Gel Extraction Kit”. El DNA final se eluyé en el buffer proporcionado por el kit y
posteriormente se cuantificd lo obtenido por medio de nanodrop.

VLVIII Obtencién de clonas
VLVIILI Obtencion de clonas recombinantes nativas (digestion, ligacion y transformacion)

El vector que se utilizé para clonar fue psiCHECK-2 (Promega), este vector permite ligar la 3'UTR de
interés rio abajo del gen de luciferasa de Renilla, por lo cual, la actividad bioluminiscente de dicha
enzima es tomada como el valor de lectura de actividad de luciferasa experimental, y en otro marco
de lectura se encuentra el gen de luciferasa de Firefly que se considera un control interno de
transfeccion. Ademas, el vector cuanta con el gen de ampicilina Amp como antibidtico de seleccidn
de clonas y diversas enzimas que cortan dejando extremos cohesivos (Figura 11.A). Se usaron las
enzimas Xhol y Pmel (New England Biolabs) para digerir el vector y las 3’UTRs utilizando para ambas
digestiones un mismo buffer compatible sin actividad estrella por un lapso de 2 h en un bafio maria
a 37°C, siguiendo las instrucciones del fabricante (New England Biolabs).
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Figura 14. Vector psiCHECK-2 para clonacion de 3’UTRs nativas. (A) Se muestra esquematizado el mapa del vector
psiCHECK-2 cuya longitud es de 6,237 pb, haciendo énfasis en los sitios de restriccion utilizados, es decir, Xhol y Pmel
(recuadro rojo). (B) Vector circular y linearizacién por digestion doble del vector psiCHECK-2 con las enzimas Xhol y
Pmel.

Después de cada digestion los productos se corrieron por electroforesis en un gel de agarosa
al 1% para rectificar la linearizacion del vector (Figura 11.B) y para confirmar la calidad de las
digestiones revisando no haya degradacidon de los productos. Cuando se tuvieron los insertos y
vector digeridos adecuadamente se procedid a la ligacion de los productos de las 3’UTRs de Sept1,
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 con el vector utilizando una relacién 5:1 inserto:vector y haciendo uso de la
T4 DNA ligasa (Fermentas) e incubando toda la noche a temperatura ambiente. Cada 3’UTR ligada
al vector generé un tamafio diferente al vector vacio, segln el tamafio del inserto (Figura 12). El
vector vacio tiene un tamano de 6,273 nts, mientras que psiCHECK2 ligado a Sept1 tiene un tamafo
de 6,461 nts (Figura 12.A), ligado a Sept8.1 de 6,645 nts (Figura 12.B), a Sept8.2 de 6,593 nts (Figura
12.C) y a Pfn2 de 6,782 nts (Figura 12.D).

La transformacion de colonias se hizo en cepas quimiocompetentes de E. coli DH5a de las
cuales se utilizaron 100 pl, se les agrego 5 pl de vector con inserto ligado (psi-Sept1, psi-Sept8.1, psi-
Sept8.2 y psi-Pfn2). Los controles para las transformaciones fueron el vector vacio con y sin ligasa,
controles positivo y negativo respectivamente. Dichos tubos se incubaron por 20 min en hielo,
inmediatamente después se les dio un shock térmico de 45 seg, seguido por 2 min en hielo.
Posteriormente se incubd la alicuota de transformacion con 900 pl de medio LB (Luria-Bertani)
liguido a 37°C en agitacidon constante durante 1 hora. Una vez transcurrida la hora de recuperacion
se plaquearon 200 pl de la transformacion del vector con el uso de perlas de vidrio en cajas de LB
adicionado con ampicilina 100 pg/ml para la seleccidén de las colonias. Dichas cajas se incubaron
toda la noche en el horno a 37°C. A la mafiana siguiente se seleccion 3 colonias de cada 3'UTR
transformada, cada una de las cuales se inocul6 en 5 ml de medio LB adicionado con ampicilina (100
ug/ml) y se dejo crecer toda la noche. Al dia siguiente a partir de este indculo se hizo una miniprep
y a partir de ella se siguieron dos estrategias para corroborar la presencia del inserto en el vector.
La primera fue tomar 1 ng de DNA plasmidico y a partir de este amplificar la 3’"UTR por PCR y la
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segunda fue hacer una restriccion diagndstica de dicho producto amplificado para revisar la
identidad del inserto. Cuando se amplificd el producto del tamafio adecuado y la restriccion
diagndstica resulté correcta, los insertos se mandaron a secuenciar para confirmar la presencia del
inserto de la 3’UTR de Sept1, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 en el vector psiCHECK-2.

12.A Septl 15.B Sept8.1

gl b

Bariila

psi-Septl 6,461 bp psi-Sept8.1 6,645 bp

15.C Sept8.2 15.D Pfn2

Renilla

psi-Sept8.2 6,593 bp psi-Pfn2 6,782 bp

Figura 12. Se muestra el mapa del vector psiCHECK-2 con cada uno de los fragmentos de 3'UTR nativas Sept1 (A), Sept8.1
(B), Sept8.2 (C) Pfn2 (D), clonadas en amarillo rio abajo del gen de luciferasa de Renilla (morado); también se muestra
esquematizado el promotor SV40 y T7, el sitio de poliadenilacion de SV40 SV40pA, el gen de resistencia a ampicilina, el
origen de replicacion Col E1 y el gen de luciferasa de Firefly (morado), asi como los sitios de restriccion utilizados Xhol y
Pme en azul y por ultimo la longitud de cada vector en pares de bases (pb).
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VL.VIIL.II Obtencidn de clonas recombinantes mutantes

Inmediatamente después de haber realizado la PCR mutagénica, el producto se digirié con 1 pl de
la enzima Dpnl, como indicé el fabricante del kit mutagénico, durante 1 h en un bafio maria a 37°C;
dicho procedimiento tiene el propédsito de digerir ADN parental metilado o hemimetilado que se
us6é como templado, de manera que Unicamente queda integro el ADN que contiene las mutaciones
que se disefiaron. Después de la digestidn, transformamos el vector del mismo modo que el vector
de las 3’UTR nativas (Figura suplementaria 4).

VL.VIILIII Obtencién de clonas con vector de disrupcion de gen letal

Inicialmente no se pudo clonar el gen de Septl en el vector psiCHECK-2, por lo que se cloné como
DNA pasajero en el vector pJET1.2/blunt de 2,974 pb (Figura 13), en el cual se utiliza el método de
interrupcion de un gen letal. Con este método, solo las bacterias transformadas con plasmidos
recombinantes pueden formar colonias. Y aquellas moléculas del vector que no disponen de inserto
de la 3’UTR de Septl son letales para la bacteria E. coli. Es decir, el gen letal proporciona una
seleccion positiva del vector con inserto; por lo tanto, en este método no es necesario utilizar
controles de ligacion. El mapa del vector muestra que el inserto de Sept1 (Figura 13.A) se introduce
en el sitio de clonacién multiple que cuenta con diversos sitios de restriccion. Los plasmidos que se
obtuvieron de la ligacidn de Sept1 en el vector pJEt1.2/blunt se caracterizaron por digestion con la
enzima de restriccién Bglll para liberar el fragmento de 3’UTR ligado y confirmar que la ligacién fue
exitosa (Figura 13.B). Estos fragmentos fueron purificados del gel y posteriormente fueron digeridos
con las enzimas de restriccién Xhol y Pmel para ser clonados dentro del vector psiCHECK-2,
siguiendo la estrategia utilizada para los vectores de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2. Se caracterizd que la
ligacién dentro del vector psiCHECK-2 fuese correcta mediante una digestion diagndstica con la
enzima BamHI que genero dos fragmentos de tamanos 2,913 y de 3,548 nt (Figura 13.C, carril 1y
2), mientras que en el ultimo carril (Figura 13.C), se observa el vector psiCHECK-2 vacio que se corta
solo en un sitio con la enzima BamHI y por lo tanto sélo se lineariza. Al igual que con las previas
clonas, habiendo confirmado la presencia del inserto se mandd a secuenciar el plasmido
recombinante a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del IBt. La secuencia obtenida se alineé con la
secuencia esperada para el respectivo gen de Septl usando ClustalX y la alineacion fue perfecta
incluyendo el sitio semilla (Figura suplementaria 4, recuadro rojo).
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Figura 13. (A) Se muestra el mapa del vector pJET1.2/blunt esquematizado que muestra el promotor T7, el sitio, el origen
de replicacion Col E1 y el gen de resistencia a ampicilina y en naranja los dos sitios de restriccion utilizados para constatar
la presencia del inserto de la enzima Bglll asi como la longitud del vector que es de 3,205 pb. (B) Digestion con enzima
Bglll del vector vacio V o Ctrl- linearizado y colonias recombinantes de Septl de la A a la F. (C) En los dos primeros carriles
del gel de agarosa se pueden observar las colonias recombinantes R o F que se digirieron con BamHI generando los
fragmentos de 2,913 y de 3,548 nt, mientras que en el ultimo carril V se observa el vector psiCHECK2 vacio que se corta
s6lo en un sitio con la enzima BamHI y por lo tanto sdlo se lineariza. Los productos se resolvieron en geles de agarosa al
1% y fueron tefiidos con BrEt. PM, peso molecular; Col, colonias y V, vector vacio.

VL.VIILIV Restriccidn diagnéstica

Para identificar los fragmentos clonados dentro de los vectores se llevaron a cabo restricciones
diagndsticas, que cortaran en algin punto medio los insertos de tal manera que antes de la
secuenciacion se tiene una certeza de que el fragmento clonado es el adecuado. Para dichas
restricciones se utilizaron diferentes enzimas, se digirié un total de 2 ug de DNA plasmidico en un
volumen total de 30 pl con una concentracion de 1x de buffer y 1 pl de la enzima correspondiente
durante 2 h en bafio maria a 37°C. Posteriormente se revisé la identidad de los fragmentos por
medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1% y se compard contra un marcador de peso
molecular. Posterior a este paso se purificd y secuencié el vector con el inserto deseado.

VLIX Purificacion y secuenciacion

Para mandar a secuenciar cada inserto clonado en el vector psiCHECK-2, ya sea una 3’UTR nativa o
una 3’UTR mutagénica se hizo una miniprep utilizando el kit Gene Jet Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific). Se cuantifico el DNA plasmidico limpio y se resuspendieron 300 ng de éste en 15 pl de
agua MilliQ. A esta alicuota se le anadierdn 1 pl de oligo sentido o antisentido a una concentracién
10 pimol/ul para su secuenciacidén. Una vez secuenciadas, cada secuencia se alined con la secuencia
tedrica disefiada utilizando el programa ClustalX y se comprobd que las secuencias enviadas para
cada 3'UTR eran correctas.

VI.X Transfecciones
VI.X.I Cotranfeccion de miRNAs, 3’UTRs y ensayos de luciferasa

Las transfecciones para lectura de luciferasa fueron todas cotransfecciones de miRNAs clonados en
el vector pcDNA3.1 (Invitrogen) y 3’UTRs nativas o mutantes clonadas en el vector psiCHECK-2
(Promega). Para las cotransfecciones se sembro en cajas Petri de 35 mm un total de 375mil células
mHypoE-N1; para cada condicidn de cotransfeccion se sembraron dos cajas Petri. Dicha cantidad
de células llegd a confluencia de 80 a 90% después de 48 h de haber sido sembradas. Una vez en
dicha confluencia las células se lavaron con 500 ul de PBS 1x y el medio de cultivo se cambid por el
mismo medio DMEM, pero sin suplementar. Para cada caja de Petri se prepararon:

e 3 ul de lipofectamina mas 47 ul de medio DMEM no suplementado, que se dejé incubar 5
min a temperatura ambiente.

e 100 ng de vector vacio psiCHECK-2, o de las 3’UTRs nativas correspondientes mas una
cantidad creciente de 200, 400, 800 y 1000 ng de pcDNA3.1, miR-7 o miR-881.
Dependiendo de la cantidad de pul que sumaran ambos vectores en cada caso se completd
el volumen a 50 pl de la mezcla de ambos vectores con medio DMEM no suplementado y
se dejo incubar 20 min a temperatura ambiente.
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La mezcla total de 100 pl de transfeccion fue agregada a cada caja de cultivo identificada con
los vectores correspondientes y se incubd durante 4 h en la incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de
humedad. Una vez que transcurrié el tiempo se quitd el medio de cultivo DMEM no suplementado
y se agregé medio DMEM suplementado al 10% y adicionado con antibidticos y glutamina como se
indica en el apartado de cultivo celular. Dos dias después de la transfeccién, al cumplirse 48 h, las
células se lavaron con 500 ul de PBS y consecutivamente se cosecharon agregandoles 100 ul de
buffer de lisis y raspando el contenido de cada caja. Siguiendo las instrucciones del kit de “Dual-
Luciferase Reporter Assay System” el contenido de cada tubo se centrifugd para separar Unicamente
a las proteinas de la lisis celular, y con 5 ul de dicho lisado y 15 ul del buffer lisis se procedié a leer
cada luciferasa en el luminédmetro, cada una con 100 ul de su respectivo buffer. Para calcular las
RLUs se utilizé la siguiente formula:

RLUs= MUESTRA+*miRX(Renilla/Firefly)/MUESTRA*pcDNA(Renilla/Firefly)
- CONTROL+miRX(Renila/Firefly)/CONTROL+*pcDNA(Renilla/Firefly)

En la cual “MUESTRA” se refiere a una 3’UTR ya sea Septl, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2, y
“CONTROL” a psiCHECK2 vacio y se normalizaron tomando los valores de pcDNA vacio como 1. Este
disefo inicial se hizo para estandarizar en que concentracién de miR-7 las unidades relativas de
luciferasa disminuyen mds. Una vez teniendo los resultados se fijaron las dos mejores cantidades de
miR-7 para cada 3’UTR:

e Pfn2:400y 800 ng de miR-7.
e Septl, Sept8.1y Sept8.2: 800 y 1000 ng de miR-7.

A partir de dichas concentraciones se hicieron los experimentos por triplicado para determinar la
significancia estadistica de cada cotransfecciéon y adicionalmente se agregé la 3’"UTR mutante a cada
experimento para determinar la especificidad de la respuesta de cada 3’"UTR y medir las unidades
relativas de luciferasa de cada caso.

VI.X.Il Tranfeccién de miRNAs y 3’"UTRs para ensayos de Western-blot

El otro experimento de transfeccidon realizado fue una transfeccion Unicamente con pcDNA3.1, miR-
7 en cantidades crecientes y miR-881 bajo las mismas condiciones de las cotransfecciones. El
objetivo de este experimento fue realizar la transfeccién de miR-7 y ver su efecto a nivel de
traduccién mediante el analisis de estas por Western-blot. A diferencia del apartado anterior, las
proteinas de dichos experimentos se extrajeron en otro buffer de lisis indicado en el apartado de
Western-blot. Las concentraciones utilizadas para el vector fueron las siguientes:

e pcDNA3.1: 200ng
e miR-7:250, 500, 1000 y 2000ng
e miR-881:1000ng

Las concentraciones cambian respecto a las de los ensayos de luciferasa para representar un
aumento en multiplos de 250ng.

VI.XI Extraccion de proteina y Western-blots

Se hicieron Western-blots extrayendo proteina de diferentes lineas celulares, una vez teniendo un
90% a 100% de confluencia, se quitd el medio de la caja y se lavd con 500 ul de PBS, después se
retird el PBS la caja y se le agregd 200 ul de cocktail de extraccion de proteinas compuesto de:
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inhibidor de proteasas Complete 10x (Roche), suplementado con Ortovanadato 100mM, PMSF 1
MM, y DTT 0.1M, y diluido en medio TLB (Triton Lysis Buffer). Cada caja de cultivo se raspé con un
cosechador de células, se centrifugd su contenido y se recuperd Unicamente el sobrenadante de la
lisis celular. Mediante una curva estandar de BSA se determind la concentracion de proteinas de
cada sobrenadante por el método de Bradford y se hicieron calculos para obtener los pug de proteina
necesaria para el ensayo.

Las proteinas fueron resueltas en geles de 12.5% de acrilamida y un amperaje de 35mA por
gel. Después se hizo una transferencia himeda a membranas de nitrocelulosa usando un voltaje de
100 volts durante 90 min. Después de la transferencia la membrana de nitrocelulosa se tifid con rojo
de Ponceau para observar las proteinas y la calidad de la transferencia; posteriormente la
membrana se dejo bloqueando en leche baja en grasa al 5% en TBS 1x y Tween-20 0.1% durante 1
h. Pasado esto, la membrana se incubd con los anticuerpos primarios, SEPT1 (T-16, goat), SEPTS8 (C-
5, mouse), PFN2 (4K-6, mouse) y ACTINA (I-19, goat) todos de Santa Cruz, durante toda la noche a -
4°C. Al siguiente dia la membrana se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 hora a
temperatura ambiente. La membrana se reveld utilizando los sustratos Western Lightning Plus-ECL
(Perkin Elmer Inc) y films radiograficos (Kodak Films). Para hacer el andlisis por densitometria en el
experimento de las transfecciones de miR-7, se utilizd el software de Image Lab (Bio Rad) para
obtener los valores de intensidad de cada banda que generaron las proteinas analizadas SEPT1,
SEPT8 y PFN2 y su respectiva ACTINA. El célculo se hizo dividiendo la intensidad de la banda de
proteina entre su respectivo control de carga y normalizando a 1 los valores de las células
transfectadas con el vector vacio, es decir, pcDNA3.1.

VL.XII Extraccion de RNA, transcripcion reversa y qPCR de miR-7

Se extrajo RNA de células embrionarias hipotaldmicas mHypoE-N1 y mHypoE-N46, células
hipotaldmicas adultas mHypoA-NPY, dos lineas de neuroblastoma de ratén N2A y de humano
SYHY5Y, asi como células embrionarias humanas de rifion HEK-293. La extraccion se hizo siguiendo
un método modificado de Chomczinski y Sacchi (1987), utilizando tiocianato de guanidina y
extraccion con fenol cloroformo. EI RNA extraido se cuantificd por nanodrop, para tomar
unicamente 1 ug de RNA de cada linea celular el cual fue poliadenilado y retrotranscrito por medio
del kit NCode miRNA First-Strand cDNA Synthesis siguiendo las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). Como control de la retroranscripcion se utilizé unicamentel pg de RNA, pero no se le
agrego retrotranscriptasa. A partir del cDNA generado se tomd 1 pl y se le afiadié 300 nM de oligo
sentido y 200 nM de antisentido. El oligo antisentido lo provee el kit Ncode antes mencionado y se
considera un oligo universal (Invitrogen), el oligo sentido se disefé asi:

e miR-7a Sentido: TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGT Longitud: 23 nts
Universal: GTGCAGGGTCCGAGGT Longitud: 16 nts

Ademas, se usé a la proteina del spliceosoma U6 como control interno de la amplificacién, para lo
cual se usaron los oligos reportados previamente por Visionte y colaboradores (2006):

e U6 Sentido: TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGT Longitud: 23 nts
Universal: GTGCAGGGTCCGAGGT Longitud: 16 nts
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El gPCR se realizo siguiendo las instrucciones del kit Maxima SYBR Gren/ROX gqPCR Master Mix
2x (Thermo Scientific) y utilizando el siguiente programa:

Desnaturalizacion inicial de 95°C durante 10 min

Denaturalizacidn de 95°C durante 15 seg

Alineamiento a 62°C durante 30 seg por 40 ciclos
Denaturalizacidon de 95°C durante 15 seg

Curva de fusién de 60°C a 90°C aumentando en 0.5°C

Los resultados de la expresién de miR-7 se reportaron en términos de 222%, usando al RNA pequefio
U6 como control interno y a HEK-293 como muestra calibradora ajustada a 1.

VI.XIIl Analisis estadistico

En aquellos resultados en los que la n es mayor a uno (n=2 o n=3) presentan sus datos como
promedio * error estandar (SEM). Se hicieron pruebas estadisticas para determinar la significancia
de las medias. La prueba de Tukey para las lecturas de luciferasa en donde *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.0001. Y para los Westen-blots se utilizé la prueba de t de Student en donde *p<0.05. Las
graficas y los analisis se hicieron utilizando el software de estadistico de Prisma.
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VII. Resultados
VIL.I La regulacién del citoesqueleto es una via representativa de los genes blanco de miR-7

El analisis de “pull-down” realizado en un contexto neuronal hipotaldmico embrionario dio como
resultado un total de 1,323 genes blanco de miR-7, los cuales se introdujeron en dos plataformas de
analisis diferentes para determinar de qué procesos o vias de sefializacion forman parte. El primer
analisis realizado fue un enriquecimiento de vias de sefalizacién por medio del uso de la
Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG) utilizando el software en linea de Webgestalt
(www.webgestalt.org). Este programa analiza un conjunto de genes y los incluye en diferentes vias
de sefializaciéon acorde a su anotacidn. Introduciendo el total de genes se obtuvo que estos
participan en un total de 28 vias (Tabla 2). El analisis de KEGG proporciona los siguientes datos:
numero de genes de una categoria (C), genes en el conjunto insertado y en la categoria (0), el
numero esperado en la categoria (E), el grado de enriquecimiento (R) y el valor de p crudo sin ajuste
para los multiples analisis (rawP) y los de p ajustados (adjP) para integrar los valores de significancia
de los diferentes grupos por el método de Benjamini y Hochberg (Tabla 2). El valor estadistico de p
se ajustod a un valor de p>0.05, los resultados se encuentran en el orden del menor al mayor valor
de p ajustado (adj p). Notablemente, en los resultados se observd enriquecida una via del
citoesqueleto, el cual es de nuestro interés especifico. Ademds, entre las primeras tres vias con
mayor valor de significancia se encuentran respectivamente la via de sefalizacion de insulina, la via
de sefializacion de MAPK (proteinas cinasas activadas por mitdégenos) y un tipo de cancer (Figura
11). De entre las primeras 10 vias sefialadas la “Via de sefializacién de neurotrofinas“ muestra la via
mas relacionada con la neurogénesis representada en el total de los 1,323 blancos, puesto que éstas
son indispensables en el desarrollo por su papel en favorecer la sobrevivencia de las neuronas
(Oppenheim, 1989); ninguno de nuestros blancos se incluye en esta via, pero sus resultados llevan
a la modificacion del citoesqueleto de actina pues las neurotrofinas favorecen el crecimiento y
direccionamiento axonal asi como la sinapsis (KEGG).

La via de interés principal que aparecié en el enriquecimiento de las vias de KEGG
relacionada con la diferenciacidn neuronal por medio de cambios del citoesquelet,o fue Ila
“Regulacion del citoesqueleto de actina”, la cual contiene a las profilinas incluida Pfn2 y estd
localizada por sus valores de significancia en el lugar 23 (Tabla 2), con un valor de p crudo de 5.2X10
3 y de p ajustado de 0.033, con 19 miembros distribuidos en 13 elementos de la via (Figura
suplementaria 1) dentro de un total de 215 genes. Dentro de la via de sefializacién se muestran en
rojo los genes que resultaron blancos de miR-7 en el ensayo de “pull-down” y forman parte de la
regulacion del citoesqueleto de actina (Figura 14), segun la anotacion de KEGG. Ahora bien, dentro
de cada elemento en la via hay diferentes miembros y sélo algunos son parte del conjunto
introducido de genes blanco de miR-7; por ejemplo, dentro del elemento de profilina se encuentran
las cuatro formas de profilina, pero sdélo la Pfn2 resulté ser blanco de miR-7 en el ensayo de “pull-
down” (Figura suplementaria 1). Las septinas no se encontraron mencionadas en la via de
remodelacion de actina anotada por KEGG, pero modificando el valor de significancia de p a p>0.1
se volvio a realizar el andlisis y se encontro a Sept1 dentro de la via llamada “Invasion bacteriana de
células epiteliales” (Figura 15) en la posicién 37 (no mostrado). Como se ha mencionado antes, el
hecho de que las septinas no se hayan encontrado en la via de “Remodelacién de la actina” no
quiere decir que no tengan funcidn en esta via, sdlo que especificamente se desconoce la funcién
de ambas, Septl y Sept8, en el funcionamiento de los microfilamentos y por lo tanto no se
encuentran aun anotadas especificamente en esta via. Si se observa la Figura 15 se puede identificar
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que la Septl se encuentra relacionada en ese contexto con la polimerizacidon de actina; lo cual ha
sido demostrado solo en el contexto de la infeccién por Listeria monocytogene (KEGG).

# Nombre de la via C o E R rawP adjP

1 Via de seiializacion de insulina 137 20 6.31 3.17 4.88E-06 0.0005
2 Viade sefializacion de MAPK 268 30 12.35 2.43 7.22E-06 0.0005
3 Cancer de proéstata 89 14 4.10 3.41 5.44E-05 0.0028
4  Protedlisis mediada por ubiquitinas 139 17 6.40 2.65 2.00E-04 0.0043
5 Cancer de células no-pequefias de pulmdn 55 10 2.53 395 2.00E-04 0.0043
6 Cancer de células pequenas de pulmon 86 13 3.96 3.28 2.00E-04 0.0043
7 Fagocitosis mediada por F gamma R 90 13 4.15 3.14 2.00E-04 0.0043
8 Via de sefializacién de neurotrofinas 130 16 599 2.67 3.00E-04 0.0057
9 Biosintesis de glicosaminglicanos - keratan 15 5 0.69 7.24 4.00E-04 0.0068

sulfato

10 Via de sefalizacién de quimiocinas 183 19 8.43 2.25 8.00E-04 0.0101
11 Glioma 66 10 3.04 3.29 8.00E-04 0.0101
12 Via de sefalizacion del receptor de células B 76 11 3.50 3.14 7.00E-04 0.0101
13 Factores de transcripcion basales 35 7 1.61 4.34 9.00E-04 0.0105
14 Vias relacionadas con céncer 322 28 14.83 1.89 1.00E-03 0.0109
15 Endocitosis 219 21 10.09 2.08 1.30E-03 0.0132
16 Via de sefalizacion de Jak-STAT 153 16 7.05 2.27 1.90E-03 0.0181
17 Via de sefializacion de ErbB 87 11 401 2.74 2.10E-03 0.0181
18 Cancer colorectal 63 9 290 3.10 2.30E-03 0.0194
19 Cancer endometrial 52 8 2.40 3.34 2.50E-03 0.0200
20 Reparacion de escision de nucledtidos 43 7 1.98 3.53 3.30E-03 0.0251
21 Leucemia aguda mieloide 57 8 2.63 3.05 4.40E-03 0.0318
22 Cancer pancreatico 71 9 3.27 2.75 5.20E-03 0.0329
23 Regulacion del citoesqueleto de actina 215 19 990 192 5.20E-03 0.0329
24 Biosintesis de glicosilfosfatidilinositol 25 5 1.15 4.34 5.10E-03 0.0329
25 Uniones gap 88 10 4.05 2.47 7.20E-03 0.0421
26 Guia de axones 130 13 5,99 2.17 7.00E-03 0.0421
27 Via de sefalizacion de VEGF 76 9 3.50 257 8.10E-03 0.0456
28 Vias metabdlicas 1175 72 54.13 1.33 8.60E-03 0.0467

Tabla 2. Vias de seifializacion enriquecidas en blancos de miR-7 analizadas con KEGG. Haciendo uso de la Enciclopedia de
Kyoto de genes y genomas se analiz6 el total de blancos de miR-7 que resulté en 28 vias de sefializacion las cuales se
encuentran ordenadas tomando en cuenta su valor de p crudo (rawP) y ajustado (adjP). Ademads, se proporcionan el
nlmero de genes de una categoria (C), después los numeros de genes en el conjunto dado y en la categoria (0), el nimero
esperado en la categoria (E), el grado de enriquecimiento (R).
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Figura 14. Elementos de la via de “Regulacién del citoesqueleto de actina” obtenidos por KEGG pathways, en rojo se
muestran los elementos que son parte de los 1,323 blancos del “pull-down” de miR-7.



54

I Invasion bacteriana de células epitelialesl

ECH-reee
imrw:ﬁ.n%m

Staphylecoceus Steptococons  Versing:

P
[FrBPa| [ smi [ Txwvsin |
FrBPE | g

Effeciors

Internalization
and
vacuok formation

Fig 15. Vias de enriquecimiento “Invasion bacteriana de células epiteliales”. Elementos de la via “Invasion bacteriana de
células epiteliales” obtenidos por KEGG pathways, con el texto en rojo se muestran los elementos que son parte de los
1,323 blancos del pull-down de miR-7. Los demds valores obtenidos en dicha via fueron C=70; O=8; E=3.22; R=2.48;
rawP=0.0149; adjP=0.0612, donde C es el nimero de genes de una categoria, O el nimero de genes en el set dado y en la
categoria, E el niUmero esperado en la categoria, R el enriquecimiento, rawP el valor crudo de p antes del ajuste y adjP el
valor de p ajustado por la prueba de Benjamini y Hochberg.

Tomar en cuenta sélo una base de datos para el enriquecimiento de blancos es inadecuado,
puesto que revisando otras bases se pueden encontrar anotaciones diferentes; por dicha razén
decidimos usar la plataforma de Metacore disponible en el portal online de ThomsonReuters
(https://portal.genego.com). El valor estadistico de p se ajustd a un valor de p>0.001, es decir, un
valor con mayor significancia que el obtenido por KEEG, bajo el cual la via “Citoesqueleto, regulacion
de rearreglos del citoesqueleto” (Tabla 3) aparecio enriquecida en la posicion nimero 11. Arriba de
dicha via hay diversos procesos relacionados con la transicion de G1 a S del ciclo celular (Tabla 3),
esta etapa es importante en la neurogénesis, pues en ella se arrestan los NPCs que son células
postmitdticas para de tal modo dejar de dividirse, quedar en GO e iniciar su diferenciacidn (Cui et
al., 2014). La expresion de interleucina 2 (IL-2) se relaciona con los procesos de neurogénesis del
hipocampo y el septum, pues ratones “knockout” para IL-2 muestran defectos en la citoarquitectura
de esas dos regiones del cerebro, asi como una reduccidn en los niveles de BDNF y un aumento de
NGF (Beck et al., 2005). Igualmente, arriba de la posicion 11 se encontraron vias relacionadas con
genes antiapoptoticos como las MAPK que se asegura de que los NPCs postmitéticos no mueran 'y
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por lo tanto puedan seguir el programa de diferenciacién al cual se han comprometido y la
sefializacion mediada por JAK/STAT que ademas de ser antiapoptdtica es importante en el SNC pues
participa en procesos de proliferacién neuronal, como en el caso de JAK2 o de diferenciacién en el
caso de JAK3 (Lu et al., 2006; Nicolas et al., 2013).

La via de enriquecimiento “Citoesqueleto, regulacion del rearreglo del citoesqueleto” se
compone por un total de 183 genes, dentro de los que sdlo 24 son parte de los 1,323 blancos de
miR-7. Esta via tiene un valor de p de 2.22X10%, un FDR de 3.732X1073y un —log(p-value) aproximado
de 3.7 (Tabla 3). Para su mayor estudio, la via se analizé utilizando el enriquecimiento de vias y
formacién de redes con interacciones directas, a partir de ellas se generd una red (Figura 16), en la
gue se observa que los 24 genes se establecen como 17 elementos en la interaccidén y no todos estos
interaccionan directamente. Unicamente ocho genes situados dentro del citoplasma interactuaron;
por otro lado, también lo hicieron dos localizados en el citoplasma y la membrana (Figura 16). La
lista de los 24 genes y los elementos que representan en la red se enlista en la Figura suplementaria
2 con nimeros romanos.

# Nombre de la via p-value FDR Set / Total
1  Ciclo celular G1-S, regulacién de factores de 1.39E-07 2.18E-05 32/195
crecimiento
Desarrollo hematopoyesis, via de la eritropoyetina 494 E-06 2.38E-04 23/136
Regulacidn del inicio de la traduccion 5.30E-06 2.38 E-04 22/127
Ciclo celular G1-S, regulacién de interleucinas 6.05E-06 2.38E-04 22/128
Inflamacidn, senalizacion de IL-2 1.06 E-O5 3.32 E-04 19/104
6  Apoptosis, anti-apoptosis mediada por sefializacion 2.09 E-05 5.46 E-04 26/179
externa via de MAPK y JAK/STAT
Apoptosis, mitocondria apoptética 4.13 E-05 9.26 E-04 15/77
Transduccidn de sefiales, sefializacion de CCK 5.02 E-05 9.85E-04 18/106
Inflamacidn, sefializacién de TREM1 136 E-04 2.36E-03 21/145
10 Desarrollo, regulacion de la transicion epitelio 1.69 E-04 2.66 E-03 28/225
mesenquimal
11 Citoesqueleto, regulacion del rearreglo del 2.22 E-04 3.73E-03 24/183

citoesqueleto

Tabla 3. Vias de sefializacion enriquecidas en blancos de miR-7 con Metacore. Resultado del enriquecimiento de vias en
los 1,323 blancos de miR-7, resultando en mas de 50 vias de sefializacién de las cuales Unicamente se encuentran
enlistadas las primeras once. El p-value, muestra resultados menores al fijado de p>0.001, el FDR refleja la probabilidad
de que un dato sea falso, entre este valor mds se aproxime a cero menos probabilidad hay de que eso suceda. El coeficiente
de Set/Total habla del nimero de genes dentro de la via que fueron introducidos en el conjunto inicial, es decir, son
blancos de miR-7 entre el total de genes que componen la via.
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Figura 16. Resultado de la red de interaccién generada por la via “Citoesqueleto, regulacion del rearreglo del
citoesqueleto” que representa a 24 genes como 17 elementos en la red, de los cuales sélo ocho interactian directamente.
Estos ocho se muestran en la parte inferior de la red unidos por flechas en las cuales las flechas verdes indican activacion
y para las flechas grises no se especifica la funcion de la interaccion. En el recuadro se muestra el tipo de objeto que
aparece en la red.

Para entender mejor las interacciones entre nodos revisamos la literatura para esclarecer la
interaccion entre cada proteina y su relevancia en el contexto de la neurogénesis y el SNC. Las
proteinas que estdn unidas por una linea se relacionan con los microtubulos, pues la proteina 14-3-
3 se une a la tubulina alfa, y PKC es e capaz de fosforilarla y esto esta relacionado con favorecer el
crecimiento de los microtubulos y disminuir las catastrofes (De et al., 2014). Junto con Par6, Par3,
aPKC forma un polimero que participa en la determinacién de la polaridad celular en los eucariotas
(Betschinger et al., 2003). Por su parte Racl y Vav-2, se relacionan mas con los microfilamentos de
actina, especificamente Vav-2 es un factor intercambiador de guanina (GEF) de Racl que provoca
su activacién y Rac-1 promueve la formacién de lamelopodios (Abe et al., 2000; Meyer y Feldman,
2002). Por ultimo, la proteina CRK es capaz de activar a Rac cuando las proteinas Sos y Dock1, ambas
GEFs, se unen a su dominio SH3N (Birge et al., 2009). Ademas, CRK se relaciona con la motilidad
celular porque interactua con proteinas ERM, tales como ezrina, radixina y moesina, activando RhoA
y promoviendo la motilidad hacia el acido hialurénico (Tsuda et al., 2004). De entre las 8 proteinas
gue interaccionaron Unicamente la proteina 14-3-3 se expresa de manera enriquecida en el cerebro
y las demas tienen una expresion mas bien ubicua (Pozuelo et al., 2004; Sluchanko y Gusev, 2010).
En resumen, los blancos que interaccionan entre si tienen funciones relacionadas a la polaridad
celular, el crecimiento de microtubulos y las modificaciones del citoesqueleto mediadas por Racl.
Con base en el andlisis de KEGG y Metacore, identificamos que en el conjunto total de genes blanco
de miR-7, obtenidos por “pull-down”, se encuentran enriquecidas las vias relacionadas con la
regulacién del citoesqueleto.

Para integrar la informacién de ambas plataformas se realizé una red de interaccion conjunta
(Figura 17) haciendo uso de todos los blancos de miR-7 sefialados por los analisis bioinformaticos
de KEGG y Metacore, permitiendo al programa de metacore afiadir proteinas que no sean blancos
bioinformaticos, pero si proteinas que hagan interactuar nodos. De tal manera que, por ejemplo, si
se afade la proteina actina se unen 5 nodos. La red se limité a un nimero maximo de 50 proteinas
para limitar su tamafio y ser mas especificos, lo cual dio como resultado la siguiente figura:
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Figura 17. Red de interaccidon conjunta entre KEGG y Metacore. Esta red fue generada por la via “Regulacion del
citoesqueleto de actina” y la via “Citoesqueleto, regulacion del rearreglo del citoesqueleto”, creadas respectivamente por
KEGG y Metacore. La via se compone de 35 elementos, los que son blanco de miR-7 tienen un circulo rojo en su parte
superior derecha. En el recuadro se muestra el tipo de objeto que aparece en la red. Las flechas de color significan en
verde activacién, en rojo inhibicidn y en gris funciéon no determinada.

La clasificacion de los componentes que son y no blancos de miR-7, es la siguiente:

e Veinte genes blanco de miR-7, identificados en el analisis de enriquecimiento de vias
relacionadas al citoesqueleto por KEGG o Metacore, con un punto rojo en la esquina
superior derecha:

14-3-3, ARPC1A (parte de Arp2/3), CAPZA, c-Rafl, CRK, ERM protein (Mylip), PARD6, PDGF
receptor (Pdgfra), PDGF-B (Pdgfb), Profilin (Profilin2), PKC, PKG, PIP5KI, Racl, VAV2, Septl,
Sept8, SLC9A1L, Tubulin-alpha, y WASP-IP.

e Quince genes que no son blancos de miR-7 en el pull-down, pero agregan elementos que
son nodos en la red y hacen que diversos elementos interactien entre si:

Actin, Arp2/3 (el complejo completo), Cofilina, CDC-42, LIMK, N-WASP, PAK1, PIP2, RhoA,
ROCK, Sept2, Twinfilina, WASF1 (WAVE1) y WASP.

Dentro de este conjunto de 35 genes los Unicos que han sido reportados como blancos
bioldgicos funcionales de miR-7 son Pfn2, Mylip y c-Raf-1 (Latreille et al., 2015; Liu et al., 2014). En
cuanto a otros posibles blancos de miR-7 en la red se muestran las proteinas WaspIP (Wipfl) y 14-
3-3n (eta) que, aunque no han sido reportadas en la literatura, si lo han sido sus proteinas paralogas
Wipf2 y 14-3-37 (zeta; Latreille et al., 2015; Wu et al., 2013). En caso de que haya una conservacion
en la secuencia de sus genes y especificamente tengan una 3’UTR similar, WaspIP y 14-3-3n (eta)
pueden ser probables blancos de miR-7. De los blancos en la red podemos observar que los que se
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conectan con mas nodos son las tres Rho GTPasas Racl, Cdc42 y RhoA, actina, Profilina, PAK1,
WASP, N-WASP y c-Raf-1; pues cada uno de ellos interactia con mas de tres elementos. De manera
interesante, ninguna de las dos septinas, Septl o Sept8 interactuaron con otra proteina; pero si lo
hizo Sept2. Cabe mencionar que Sept2 forma parte de las septinas mas estudiadas pues se conoce
su estructura cristalografica, tiene una expresién ubicua, se ha comprobado su unién a actina y
funciona como proteina de andamiaje durante la citocinesis (Dolat et al., 2014; Beise y Trimble,
2014). Interesantemente Sept2 es una proteina redundante y pertenece a la misma familia de Sept1.

VILII Caracteristicas termodindmicas y de conservacion de Septl, Sept8 y Pfn2 los hacen ser
candidatos blancos de miR-7

El algoritmo de PITA determina tres valores termodindmicos; el primero el AGopen, que es la energia
libre de Gibbs que se necesita para dejar accesible el sitio de unién en el mRNA, es decir, que éste
pierda su conformacidn secundaria y se abra. El segundo o AGduplex, que es la energia necesaria
para formar el duplex entre el mRNA blanco y la semilla del miRNA. Finalmente, el valor del AAG,
gue toma en cuenta a ambos y se computa del siguiente modo AAG=AGduplex-AGopen (Kertesz et
al., 2007). El hecho de que la prediccidn bioinformatica de la unién entre un miRNA y una 3’UTR
tenga un valor de AAG <-10 muestra una alta probabilidad de que esa unidn sea funcional a nivel
enddégeno. Al inicio del proyecto se analizaron los genes de interés Septl, Sept8 y Pfn2 de ratdn
usando diferentes bases de datos, entre ellas Ensembl y NCBI (Tabla 4.A). Sept1 se localiza en el
cromosoma 7, tiene 11 exones y presenta 10 variantes de splicing, pero produce sélo un mensajero
gue codifica una proteina. Sept8 se localiza en el cromosoma 11, tiene 10 exones, presenta 7
variables de splicing y tres mensajeros que codifican proteinas. Por ultimo, Pfn2 se localiza en el
cromosoma 3, tiene 3 exones, y 4 variables por splicing que producen un mensajero que codifica
para una proteina. Esto es segun lo publicado por NCBI; sin embargo, por lo publicado en la literatura
sabemos que existen dos isoformas Pfn2 a y b, que generan dos proteinas diferentes, por lo que
enunciamos en la tabla que son dos isoformas (Di Nardo et al., 2000).

Para cada gen se escogid la variante de splicing mas larga de cada gen y se analizé usando
PITA revisando la 5’UTR, la secuencia codificante (CDS) y 3’"UTR de cada gen en busqueda de sitios
de unidn a miR-7 (Kertesz et al., 2007). En cuanto a la CDS, en el caso del gen de Septl miR-7 la
prediccién bioinformatica indica que se une en el exdn 2 con un valor de AAG de -8.27 y para el gen
de Sept8 en el exdn 5 con un valor de AAG de -5.1, en cada caso con una union de tipo 8:1:1. Esto
significa que es con menor afinidad que en la 3’UTR y por lo tanto tiene una menor probabilidad de
ser funcional. En el caso del analisis del gen de Pfn2, miR-7 por prediccidon bioinformatica se une
Unicamente a su 3'UTR. Dado que el mecanismo mds conocido de accidon de un microRNA sobre un
mensajero es por la interaccidn con su respectiva 3'UTR, trabajamos sélo con dichas regiones,
prefiriendo uniones 08:00:00, 08:00:01 u 08:01:00 (Tabla 4.B).

4.A Gen NCBI Cromosoma Variantes Mensajeros Exones 3UTR (nt)
status por splicing (NCBI)
(ENSEMBL)
Septl Validado 7 10 1 11 316
Sept8 Validado 11 7 3 10 3060

Pfn2  Validado 3 4 2 3 1322
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4.8 miR-7aen gen Posicion Semilla AGduplex AGopen AAG miRSVR
score
Septl 163 08:01:00 -13.4 -7.15 -6.24 ND
Sept8.1 450 08:00:01 -22.65 -12.42  -10.22 -0.278
Sept8.2 2245 08:01:01 -11 -6.16**  -4.83** ND
Pfn2 480 08:00:00 -19 -10.14  -8.85 -0.936

Tabla 4. Caracteristicas de los genes de Sept1, Sept8y Pfn2. (A) Descripcidn de los genes obtenidos a partir de diferentes
bases de datos como NCBI Gene o ENSEMBL, sefalando la localizacion en los cromosomas, variantes de splicing,
mensajeros reportados, nimero de exones y tamafio de las 3’UTRs. (B) Datos de unién de miRNA: 3'UTR determinados
por medio de PITA con valores de AAG y tipo de semilla, asi como con miRanda y el valor del score miRSVR. ND, no
determinado. ** El valor de AAG de Sept8.2 sélo se habia determinado para el AGduplex por lo que globalmente era de -
11, pero posteriormente se determind su valor de AGopen reduciendo el score a un valor de AAG de 4.83.

La 3'UTR de Sept1 tiene una longitud de 316 nts (Tabla 4.A), dentro de la cual existen 3 sitios
de unidn al sitio semilla de miR-7. Tomando en cuenta el tipo de unién y los valores termodinamicos
se decidié amplificar por PCR esta regién de unién al miRNA que inicia en la posicién 163 respecto
al inicio de la 3’"UTR, puesto que es el que tiene un AAG mas negativo de -6.24 y ademas presenta
una unidn al miRNA de tipo 08:01:00, es decir mas favorable, mientras las otras dos son 08:01:01
(Figura suplementaria 3.A). A pesar de los datos de PITA, el software de miRanda-miRSVR no
determind que exista una unién favorable entre miR-7 y Sept1.

La 3'UTR de Sept8 es la de mayor longitud entre los tres genes estudiados en este trabajo
de investigacion siendo de 3,060 nts (Tabla 4.A) y presentd 6 sitios de union a la semilla de miR-7
(Figura suplementaria 3.B). Inicialmente, se decidié clonar los dos sitios con mejores valores
termodinamicos de unidon con miR-7; estos fueron los sitios situados en la posicién 450 y 2,245
respecto al inicio de la 3'"UTR, los cuales llamamos Sept8.1 y Sept8.2 que inicialmente presentaron
valores de AAG de -10.22 y -11, respectivamente (Tabla 4.B). El valor de la AAG de Sept8.2
originalmente habia sido determinado unicamente para el AGduplex cuyo valor es de -11, pero en
la dltima actualizacidn de la plataforma se determind el valor de AGopen en -6.16, el cual se resta
como valor absoluto al valor del AAGduplex y lo disminuye hasta -4.83 (Tabla 4.B). Esto hace a
Sept8.2 menos probable de ser blanco de miR-7; sin embargo, decidimos amplificar y trabajar con
esta region para comparar ambos sitios y el efecto post-transcripcional de diferentes semillas de
miR-7. Por otro lado, el analisis por miRanda-miRSVR encontrd que existe una unidn fuerte en la
posicion correpondiente a la Sept8.1 con un valor de -0.278, reforzandolo como blanco mas
probable de miR-7.

Para finalizar, la 3’UTR de Pfn2 tiene una longitud de 1322 nts (Tabla 4.A) y presenta 4 sitios
de unién a miR-7 (Figura suplementaria 3.C), dentro de los cuales se decidié amplificar por PCR el
sitio en la posicidn 480 respecto al inicio de la 3’UTR, pues tiene una unidén muy favorable debido a
su union de tipo 08:00:00, el valor negativo mas alto de AAG entre los tres blancos de -8.85 y un
score de miRAnda-miRSVR de -0.936, es decir mejor que el de la 3’UTR de Sept8.1. Los analisis
realizados por PITA y miRanda-miRSVR coinciden al indicar que tanto Sept8 como Pfn2 son blancos
probables de miR-7, dados sus valores termodinamicos de AAG, siendo Pfn2 el mejor candidato.
Ademas del contexto termodinamico, también se tomé en cuenta el grado de conservacién entre
diferentes especies que existe entre cada gen blanco estudiado mostrado en el siguiente apartado
(Tabla 5).
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VILIII miR-7 reconoce sitios de unidn altamente conservados en la 3’UTR de Sept8 y Pfn2

La conservacién del sitio de unidn a miR-7 en la 3’UTR de un gen entre diversas especies es un
indicador de la funcidn o relevancia del control post-transcripcional del miRNA sobre el mRNA en
cuestion. El andlisis realizado en TargetScanMouse7.1 mostrd que entre especies sdlo se encuentran
conservados el sitio de Sept8 localizado entre la posicion 450 y 460 respecto al inicio de la 3'UTR,
asi como el sitio de Pfn2 localizado entre la posicién 480 y 490 respecto al inicio de la 3’UTR (Tabla
5.A, recuadro rojo). Ambos sitios se amplificaron por PCR para su posterior clonacién vy
corresponden a los fragmentos aqui llamados Sept8.1 y Pfn2. En el caso de Septl, este se encuentra
determinado por el software como poco conservado, como lo muestra el valor de PcT<0.1; el valor
llamado PcT oscila entre 0y 1 y corresponde a una estimacion Bayesiana de probabilidad de que un
sitio conservado en una rama de un arbol filogenético se encuentre conservado debido a que se le
une un miRNA, entre mas se aproxime este valor a 1 mas conservado se encuentra (Friedman et al.,
2009). Comparando Unicamente las 3’UTRs de Sept1 de ratén y de humano se identificd que el sitio
donde se une miR-7 en humano se encuentra recorrido hacia el extremo 3’, pues respecto al inicio
de la 3’UTR se encuentra en la posicidn 233 a 240, en vez de 164 a 170 (no mostrado). En el caso de
Pfn2, el PCT tiene un score alto de 0.68, con Sept8 el valor no se encuentra determinado a pesar de
su conservacion aparente y el score de PcT de Septl es muy pequeiio, pues es menor a 0.1.

Cabe mencionar que los sitios de uniéon de miR-7 con la 3'UTR de Septl, Sept8
(especificamente con Sept8.1) y Pfn2 coinciden entre bases de datos, por lo que una vez habiendo
hecho los tres andlisis bioinformaticos se comprobd que los mejores sitios fueron los reportados en
la Tabla 5.B. Como se menciond anteriormente, los tres transcritos de miR-7 tienen la misma
semilla; no obstante, el mMiRNA mostrado en la unidn con las 3’'UTRs es miR-7a, pues éste es el mas
expresado en el hipotalamo de ratdn y rata adulta (Herzer et al., 2012).

5.A
Especie Abreviatura Sept1 Sept8
160....... 170 450........... 460
Humano Hsa ACACCGCCCACUUC G-—-{GUCUU-CCAUUUAC
Ratén Mmu UUCGUCUUCCGCGC G--GUCUU-CCAUUUAC
Rata Rno UCCGCCUUCUAUAC G-4GUCUU-CCAUUUAC
Conejo Ocu U--GCCUCUCCCCCG N N B
Chimpancé Ptr CACCGCCCACUUCCC G-4GUCUU-CCAUUUAC
Rhesus Mml CACCGCCCACUUCCC G-—{GUCUU-CCAUUUAC
Perro Cfa GCCACGCCC G-4GUCUU-CCAUUUAC-
Gato Fca GCCACGCCC—------- G--{GUCUU-CCAUUUAC-

Conservacién Poco conservado G...GUCUU.CCAUUUAC UUAGUCUUCCUUUU
miR-7a/b miR-7a/b miR-7a/b
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5.B
Unién de mmu-miR-7 Posicion predicha de union Uniébna Score de PCT
y 3’UTR semilla  contexto ++
164-170 of Sept1 3' UTR  5' ..GGCCCAUCCGACUUCGUCUUCCG..  7mer-m8  -0.21 <0.1

mmu-miR-7a [T
3' UGUUGUUUUAGUGAUCAGAAGGU

448-455 of Sept8 3' UTR 5'...CAGAGCCGGUGGCUGGUCUUCCA... 8mer -0.09 NA
mmu-miR-7a [T

3' UGUUGUUUUAGUGAUCAGAAGGU
482-488 of Pfn2 3' UTR 5'...UCCUUGGCUCAUCUA--GUCUUCCU...  7mer-m8 -0.43 0.68

mmu-miR-7a [T FEETEE
3'  UGUUGUUUUAGUGUUCAGAAGGU

Tabla 5. Conservacion de sitio blanco de miR-7 en 3’UTR de Sept1, Sept8 y Pfn2 obtenida por TargetScan Mouse 7.1 (A)
Conservacién del sitio de unién a miR-7 en diversos organismos, el rectangulo en rojo marca los sitios conservados y la
secuencia consenso se muestra en color rojo en la parte inferior de cada tabla. (B) Prediccidn bioinformatica del sitio de
unién a miR-7 que muestra la secuencia y posicidn del gen en donde se aparea miR-7, el tipo de unién de la semilla. El
score PCT indica cuanto la probabilidad de que el blanco del miRNA sea conservado, y el score de contexto ++ la
probabilidad de eficiencia de union del microRNA con la 3’UTR.

VILIV En cada familia de clasificacion Sept1 y Sept8 tienen la mas alta probabilidad de ser
blancos de miR-7

Debido a la poca bibliografia disponible respecto a las septinas Septl y Sept8, y a que estas son
redundantes entre ellas, decidimos analizar bioinformaticamente, utilizando PITA, los datos de la
union termodinamica ente las septinas en estudio y miR-7 comparandolas con los miembros de
sus respectivas familias mostradas a continuacién:

e Sept2, que incluye a Septl, Sept2, Septd y Sept>5.
e Sept6, que incluye a Sept6, Sept8, Sept10, Septlly Septi4.

El analisis mostrd que no todos los miembros de las familias se unen a miR-7, en el caso de la familia
Sept2, Sept4, y en el caso de la familia Sept6, Sept10 y Septli4, no se unen. Interesantemente, los
datos mostraron que de entre los miembros de cada familia, Sept1 y Sept8 tienen los AAG mas altos
para la unién con miR7 (Tabla 6.A y 6.B). Esta informacidn es de suma importancia pues apoya el
hecho de porqué estas septinas fueron las Unicas que se obtuvieron por el “pull-down” de miR-7
hecho en células mHypoE-N1, indicando que el ensayo es sensible y preciso. Cabe mencionar que
estos valores de AAG son diferentes a los dados en |la Tabla 4, puesto que estos scores son los totales
de todos los sitios de unién a miR-7 en cada 3’UTR correspondiente.

6.A Blancos Predichos de microRNA Sitio Score
Familia 2 AAG
Septl 3utr_296mmu mmu-miR-7a 3 -8.52
Sept2_3utr_2039mmu mmu-miR-7a 5 -2.69
Sept5 3utr_957mmu mmu-miR-7a 2 5.41
6.B Blancos Predichos de microRNA Sitio Score
Familia 6 AAG
Sept8_3utr_3060mmu mmu-miR-7a 6 -10.25
Sept6_3utr_1902mmu mmu-miR-7a 3 -6.99

Septil 3utr_6018mmu mmu-miR-7a 15 -6.54
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Tabla 6. Valores promedio de AAG para la unién de miR-7 a la 3’"UTR de diferentes miembros de las familias de septinas.
(A) Valores de AAG correspondientes a la familia 2 de septinas, la Sept1 tiene el valor mas alto de AAG -8.52, seguido de
Sept2 -2.69 y por ultimo Sept5 5.41. (B) Valores de AAG correspondientes a la familia 6 de septinas, la Sept8 tiene el valor
mas alto de AAG -10.25, seguido de Sept6 -6.99 y Septl1l -6.54.

VII.V Obtencion de construcciones recombinantes nativas y mutantes de Sept1, Sept8y Pfn2

Se generaron clonas recombinantes de las 3’UTRs de Sept1, Sept8 y Pfn2 para cotransfectarlas con
miR-7 y poder validar la interaccidn de la semilla del microRNA con la 3’UTR nativa. Esto se logré
mediante la clonacidn de las regiones de la 3’"UTR donde se une el miR-7 en el vector psiCHECK-2.
Todas las clonas se caracterizaron por PCR a partir de una cantidad minima de plasmido, es decir 1
ng y mediante digestion diagndstica (Figura 18); previo a mandarse secuenciar. Las clonas de Septl,
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn se alinearon perfectamente con las respectivas secuencias disefiadas, y
especificamente en el sitio de unién de miR-7. Por su parte las clonas mutagénicas se clonaron en
el mismo vector, es decir psiCHECK-2, pero no se obtuvo la clona mutante para la 3’UTR denominada
Sept8.1. Al igual que en el caso de las 3'UTRs nativas estas clonas se analizaron por PCR y digestion
diagndstica previo a secuenciarse. Todas las clonas nativas y mutantes (exceptuando Sept8.1) se
generaron exitosamente.

Carril  3’UTR Tamaiio Carril miRNA Tamaiio

3 psiCHECK2 2,188 11 pcDNA 3,326

4 Sept8.1 2,560 12 pcDNA 3,326

5 Sept8.2 2,508 13 miR-100 5,660y 166
6 Pfn2 2,697 14 miR-881 3,470

7 KLF4a 1,461y 1,667

8 KLF4b 1,461y 1,667

Tabla 7. Fragmentos producidos por las digestiones diagndsticas de los plasmidos a utilizar. Estos fragmentos son los
diferenciales producidos por la digestidn de la 3’UTR de Sept8.1, Sept8.2, Pfn2 y KLF4 y los miRNAs100 y 881 asi como
los vectores en los que estan clonados.

En la Figura 18 se muestra el gel de la restriccién diagndstica de los dos vectores utilizados
es decir psiCHECK-2 y pcDNa 3.1, asi como la digestion de todos los insertos clonados en estos
vectores y utiizados en las cotransfecciones. Para el caso de los fragmentos ligados en psiCHECk-2
hay dos fragmentos comunes de tamafio de 338 nt y 3,747 nt (Figura 18.A). Para el caso de los
fragmentos ligados en el vector pcDNA3.1 los fragmentos comunes son de 1,096 nty 1,091 nt que
se identifican como una Unica banda en el gel (Figura 18.A). Las construcciones de los miRNAs
utilizados ya se encontraban clonadas en el laboratorio previo a este trabajo y fueron usadas por la
Dra. Meza-Sosa (2014). Por la anterior razén y porque las 3’'UTRs clonadas no presentan union a
miR-881 o lo hacen, pero con un score termodinamico desfavorable, se determind usar el miR-881
como control negativo de transfeccidén para todas las transfecciones. Por lo tanto, en adelante no
se volvié a trabajar con la 3’UTR de miR-100. De la misma manera se hizo una restriccion diagndstica
para miR-7, el cual se encuentra ligado en el vector pcDNA 3.1, utilizando las enzimas HindlIl y Pstl
produciendo 4 fragmentos de 4,022 nts, 1,421 nts, 302 nts y 10 nts (no mostrado; Figura 18.B).
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Figura 18. Caracterizacion de plasmidos por restriccion diagndstica. (A) Gel de la restriccion diagndstica de los
plasmidos a transfectar que muestra los tamarios de cada fragmento de digestion diagndstica. En gris se muestra el
vector circular, en rojo la digestion hecha con Xhol y Pmel, en negro Pvull y en azul Hindlll. (B). Fragmentos generados a
partir de la digestién de miR7 con las enzimas Hindlll y Pstl. Los productos se resolvieron en geles de agarosa al 1%y
fueron tefiidos con BrEt. PM, peso molecular.

VIL.VI Expresion de miR-7 en lineas celulares mHypo-N1 y HEK-293

Es necesario proceder a hacer experimentos in-vitro después de hacer los andlisis bioinformaticos
correspondientes. Debe existir expresidn tanto de miR-7 como de los genes de Sept1; Sept8 y Pfn2
para analizar los efectos post-transcripcionales del miRNA. Como se menciona en los antecedentes,
la Dra. Meza-Sosa comprobd la expresion diferencial de los transcritos de miR-7 y de los blancos
Septl, Sept8y Pfn2 en el desarrollo del diencéfalo e hipotdlamo de ratones.
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Figura 19. Patron de expresion de miR-7 en lineas celulares embrionarias y adultas. Se muestra la expresién diferencial
de miR-7 en tres lineas celulares hipotaldmicas, dos embrionarias N1 y N46; y una adulta NPY en comparacion con la
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muestra calibradora HEK-293. Los resultados se expresaron en términos de 2-AACt, usando como control interno el RNA
pequeiio nucleolar U6. Numero de experimentos n=1, sin estadistica. RLUs: unidades relativas de luciferasa.

Sin embargo, en esta investigacidn se trabajé con dos lineas celulares, por lo que conocer el
patron de expresion de los transcritos del miR-7 y sus blancos del citoesqueleto resultan
fundamentales. La confirmacion de la expresion se realiza por medio de ensayos de northern blot,
hybrydacién in-situ o gPCR, nosotros usamos esta uUltima técnica como experimento preliminar para
determinar los niveles de expresidon de miR-7 en células embrionarias hipotaldmicas mHypoE-N1 vy
mHypoE-N46, células hipotalamicas adultas mHypoA-NPY, asi como dos lineas de neuroblastoma
de ratén N2Ay de humano SYHY5Y (no mostradas en la gréfica) y HEK-293. El analisis de la expresidn
del transcrito de miR-7 se determind en términos de 222%, utilizando el valor de HEK-293 como
muestra calibradora ajustada a 1 y usando al RNA pequeiio U6 como control interno.

En comparacidn con la muestra calibradora HEK-293, la expresion del transcrito de miR-7 es
menor en un 76% en células mHYpoE-N1 y 33% en células mHYpoE-N46, mientras que en células
hipotalamicas adultas mHypoA-NPY es mayor en un 40% (Figura 19). En contraste, la expresién del
transcrito de miR-7 en neuroblastomas es mucho mayor, pues N2A y SYHY5Y expresan un aumento
de 55 vy 33 veces 55 (550% y 330%, no mostrado) respectivamente. Por consiguiente, pueden ser
modelos adecuados para el estudio de la inhibicidn de miR-7 por uso de una esponja especifica del
mismo miRNA. A pesar de que este es un resultado preliminar, valida el estudio de miR-7 en ambas
lineas celulares, en las que miR-7 se expresa menos en el contexto de la linea celular de mHypoE-
N1 que en HEK-293. En contraste, no se analizo la expresidn de los transcritos de Sept1, Sept8'y Pfn2
en las dos lineas celulares usadas, por lo cual, medirlos queda como una perspectiva pendiente a
realizarse también por gPCR; sin embargo, al contar con los anticuerpos especificos se realizaron
Western-blots que confirmaron la expresién de los tres transcritos y su respectiva proteina.

VII.VII Ensayos de transfeccion y actividad de luciferasa
VII.VIIL.I Cotransfeccion de células mHypo-N1 con la 3’"UTR de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2

El primer experimento de transfeccidn se realizd en células mHypoE-N1 pues en este contexto se
realizé el ensayo de “pull-down” de miR-7 (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014). Al momento de
realizar dicha prueba se contd exclusivamente con las 3’"UTRs obtenidas directamente por la
transformacion en el vector psiCHECK-2; es decir, no se utilizé la 3’'UTR de Septl, pero si las de
Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2. Para todas las transfecciones realizadas en esta investigacion se decidio
mantener fija la concentracion de cada 3’UTR en 100 ng y se trabajé con un gradiente de
concentracién de miR-7. Para el experimento de cotransfeccién en células mHypoE-N1 las
concentraciones crecientes de miR-7 fueron de 100 ng, 200 ng y 400 ng. Los datos obtenidos se
normalizaron tomando como referencia equivalente a 1 el valor de las RLUs de la cotransfeccién del
vector vacio pcDNA (400 ng) y la 3'UTR en cuestion. La interaccion de miR-7 y Septl, Sept8'y Pfn2 se
validé inicialmente por medio del ensayo de “pull-down”, por lo cual el propésito de la transfeccion
en células mHypo-N1 sélo fue de reconfirmar tal interaccion mediante un método diferente.
Ademas, el antecedente del “pull-down” establece que la interaccidn no se dio de manera aleatoria,
sino que una proteina Ago2 cargada con un miR-7 maduro se unié in-vitro a la 3’UTR en cuestidn.

Los resultados obtenidos de la cotransfeccidn son interesantes, con la 3’UTR de Sept8.1 se
disminuyd la actividad del gen reportero en un 14% con 100 ng de miR-7 Unicamente (Figura 19.A);
con Sept8.2 disminuyd en un 16% con 200 ng y un 20% con 400 ng de miR-7 (Figura 19.B). Y por
ultimo la Unica 3’UTR que respondié de manera creciente y gradual a todas las concentraciones de
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miR-7 fue Pfn2, que disminuyd la actividad del gen reportero en un 16% y 20% y 30% con 100 ng,
200 ng y 400 ng de miR-7, respectivamente (Figura 19.C). El resultado obtenido para dicha 3’UTR no
nos sorprendid, puesto que en el contexto B-pancredtico se ha demostrado que Pfn2 es un blanco
funcional de miR-7, involucrado en la exocitosis de las vesiculas de insulina (Latreille et al., 2014). Es
notorio que con 100 ng de miR-7 la respuesta de inhibicién post-transcripcional para los tres genes
es similar; por consiguiente, esta concentracion de miRNA no sirve como buen referente y en
adelante se trabajé a partir de 200 ng de miR-7. Los resultados sugieren que ambas 3’UTRs, Pfn2 y
Sept8, son blancos de miR-7 en el contexto de la linea celular hipotaldmica mHypoE-N1, esto a su
vez valida, los resultados del ensayo de “pull-down” de miR-7 en el contexto embrionario
hipotalamico de raton.
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Figura 19. Cotransfeccion de células mHypoE-N1 con la 3’UTR de Sept8.1(A), Sept8.2 (B) y Pfn2(C) y miR-7. Los resultados
se normalizaron tomando a pcDNA (y psicCHECK 3’UTR) con el valor de 1. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Numero
de experimentos n=1, sin estadistica. RLUs: unidades relativas de luciferasa.

VILVILII Cotransfeccion de células HEK-293 con la 3’UTR de Sept1, Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2

Dado que contamos con un indicio de que en las células mHypoE-N1 las 3'UTRs de Sept8.1, Sept8.2
y Pfn2 son probables blancos de miR-7, decidimos realizar mas ensayos de transfeccion con todas
las 3'UTRs, incluyendo la de Septl1. Una practica comun en los ensayos de validacién de blancos de
miRNAs es llevar a cabo los ensayos de cotransfeccion y lectura de la actividad de luciferasa en lineas
celulares caracterizadas por su alta eficiencia de transfeccién, por lo cual decidimos llevar a cabo los
ensayos usando la linea celular HEK-293 (embrionaria de rifidn humano), utilizada rutinariamente
en nuestro laboratorio para validacidon de blancos de miRNAs. Por lo tanto, el propdsito de ambas
cotransfecciones en diferentes lineas celulares es el mismo, queremos validar que las 3’UTRs
obtenidas por medio del ensayo de “pull-down” son blancos funcionales de miR-7 en un contexto
bioldgico embrionario. Cambiar de linea celular asegura una alta eficiencia de transfeccion y
resultados confiables.

En todos los experimentos de transfeccidn se puso una cantidad fija de 100 ng de vector
psiCHECH-2 o de los plasmidos recombinantes que contienen la 3’"UTR de interés clonada y un
gradiente de concentracidon de miR-7 creciente de 200 ng, 400 ng, 800 ng y 1,000 ng. Comenzamos
a transfectar miR-7 a partir de una concentracion de 200 ng, pues se determiné en la cotransfeccién
en mHypoE-N1 que los efectos con 100 ng de miR-7 son muy poco perceptibles (Figura 19).
Tomando en cuenta que Klf4 es un blanco comprobado de miR-7 (Cui et al., 2014), se incluy6 su
3’UTR con el control positivo de miR-145 (Meza-Sosa et al., 2014); este control sirvié para validar la
transfeccion y replicar los resultados previos de la Dra. Meza-Sosa. El control negativo fue miR-881
con la 3’UTR correspondiente al experimento. Finalmente, para graficar los datos, estos fueron
normalizados a 1 con el valor de la transfeccidn del vector vacio pcDNA (en la concentracién mas
alta de 1,000ng) y psiCHECK-2.

Los resultados de la inhibicidn de la actividad de luciferasa transfectando Sept1 fueron los
siguientes: 45% con 200 ng, 34% con 400 ng, 65% con 800 ngy 63% con 1000 ng de miR-7; con miR-
145, como control positivo, y la 3’"UTR de KIf4 una disminucién de 28%, por lo cual este control es
adecuado pues inhibe al gen reportero (Figura 20.A). Para el caso de la cotransfeccion con Septs,
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los resultados fueron que para Sept8.1 una disminucién de la actividad de luciferasa de 9% con 200
ng, nada con 400 ng, 15% con 800 ng y 40% con 1000 ng de miR-7 (Figura 20.B). El efecto del control
positivo y la 3’"UTR de KIf4 fue adecuado pues inhibié a la luciferasa en un 28% (Figura 20.B). En
cuanto al sitio de Sept8.2 transfectado con concentraciones crecientes de miR-7, los valores de la
inhibicidn del gen reportero fueron los siguientes: ningin cambio con 200 ng, un 6% con 400 ng,
20% con 800 ng y 15% con 1000 ng de miR-7 (Figura 20.C). Mientras que el control negativo
funciond, pues la actividad de luciferasa fue mayor a 100%, particularmente un 11%, es decir no
induce inhibicién de Sept8.2. Por ultimo, la cotransfeccion de Pfn2 con diferentes concentraciones
de miR-7 dio como resultado una inhibicién de 46% con 200 ng, 52% con 400 ng, 44% con 800 ng y
58% con 1000 ng (Figura 20.D). El control negativo funciond, pues no inhibié la actividad del
reportero y fue mayor por un 55% (Figura 20.D). En resumen, en el contexto de las células HEK-293
parece haber una mayor inhibicion de miR-7 sobre a 3’UTR de Septl, seguida de Pfn2 y por ultimo
de Sept8.1 mas que Sept8.2 (Figura 20).
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Figura 20. Cotransfeccion de células HEK-293 con la 3'UTR nativa de Sept1 (A), Sept8.2 (B) y Pfn2 (C) con miR-7 como miR
experimental, miR-145 y miR-881 como controles positivos (C+) o (C-) negativo con la 3’UTR de KLF4. Los resultados se
normalizaron tomando pcDNA con el valor de 1. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Numero de experimentos n=1, sin
estadistica. RLUs: unidades relativas de luciferasa.

Los resultados obtenidos de las cuatro transfecciones anteriores (Figura 20) sentaron las bases
para disefiar los experimentos de cotransfeccién (por triplicado) de las 3'UTR nativas y mutagénicas
disefadas. A partir de este experimento, ademas del control del vector vacio, usamos Unicamente
miR-881 como control negativo (C-) y descartamos el posterior uso de miR-145. No nos fue posible
generar la 3’"UTR mutagénica de Sept8.1, por lo tanto, los resultados y las conclusiones obtenidas
de dicha 3'UTR fueron Unicamente obtenidas de la 3’UTR nativa en la Figura 20. A partir de estos
resultados de cotransfeccion (Figura 20), se escogieron las dos concentraciones de miR-7 mas
eficientes para inhibir la actividad del gen reportero de luciferasa, las cuales fueron las siguientes
para cada 3'UTR:

e Para Pfn2: 400 ng y 800 ng de miR-7 y
e ParaSeptl y Sept8.2: 800 ng y 1000 ng de miR-7

Al igual que en los experimentos previos, las 3’'UTRs nativas y mutantes se transfectaron en una
concentracidn fija de 100 ng, por su parte tanto el vector vacio pcDNA como el C- se transfectaron
en una concentracion de 1000 ng.
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La cotransfeccién de la 3’UTR nativa de Sept1 realizada por triplicado mostré un aumento
estadisticamente significativo de la actividad de luciferasa en un 53% y 60% con 800 ng y 1000 ng
de miR-7, en comparacion con el vector vacio (pcDNA, Figura 21.A). Esta inhibicién fue menor en la
3’UTR mutante, o Sep1Amut, con valores de inhibicién menores 18 y 21% con 800 ng y 1000 ng de
miR-7. Las mutantes rescataron la actividad de luciferasa, en comparacion a las 3’UTRs nativas, y
este rescate fue estadisticamente significativo en la cotransfeccidn con 1000 ng de miR-7 (Figura
21.A). Respecto al control negativo, este mostro una tendencia a disminuir la actividad de luciferasa
un 26%, contrario a lo que se predecia, por lo cual no es un control negativo éptimo para Sept1.

Respecto a la cotransfeccidn de la 3’UTR nativa de Sept8.2 con miR-7, se inhibid la actividad
de luciferasa a un 10% y 12% con concentraciones de 800 ng y 1000 ng de miR-7, respectivamente.
Contrario a lo esperado la cotransfeccién de Sep8.21Amut alcanzé un 22% y un 2%, con de 800 ngy
1000 ng de miR-7; es decir, con 800 ng de miR-7 Sep8.21Amut alcanzé una mayor inhibicién que
ambas 3’UTR nativas; sin embargo, ninguno de los datos fue estadisticamente significativo y el
experimento sélo muestra tendencias (Figura 21.B). En el caso del control este se comporté de
manera adecuada, pues no inhibié la actividad del gen reportero. Por lo tanto, para Sept8.2 miR-
881 es un buen control negativo.

Finalmente, en la cotransfeccion de la 3’UTR nativa de Pfn2 con miR-7 se inhibié la actividad
de luciferasa un 52% con 400 ng y 54% con 800 ng (Figura 21.C). En el caso de la cotransfeccidn de
Pfn21Amut la inhibicidn fue menor, pues tuvo valores de de 11% y 8% con 400 y 800 ng de miR-7,
respectivamente (Figura 21.C). La disminucion de la actividad de luciferasa fue estadisticamente
significativa para las dos concentraciones diferentes de 3’UTR nativa, comparadas con el control del
vector vacio, asi como las dos concentraciones comparando 3’UTR nativas y mutantes (Figura 21.C).
De tal modo que nuestro hallazgo coincide con lo publicado por Latreille et al., (2014); sefialando a
Pfn2 como un blanco funcional de miR-7; pero en esta ocasidn en un contexto hipotaldmico en vez
de pancreatico. Por su parte el control negativo inhibié a la luciferasa en el triplicado, mas no de
modo significativo Figura 21.C).

Los experimentos de cotransfeccidn de miR-7 y las 3’UTR de estudio llevados a cabo por
triplicado en células HEK-293, (Figura 21) indican que Pfn2 y Septl son blancos directos de miR-7;
pues en respuesta a dos concentraciones crecientes de miR-7 se observd una disminucidon
estadisticamente significativa de la actividad del gen reportero de luciferasa. Analizando
detenidamente la estadistica de ambas graficas se puede sefialar que la disminucidon para Pfn2 es
estadisticamente significativo con una p>0.0001 y en el caso de Septl con una p>0.01. Ademas, las
concentraciones de cotransfeccion de miR-7 y Pfn2 son menores que las del miRNA y Sept1, por lo
tanto, Pfn2 es un mejor blanco de miR-7 que Sept1. Por ultimo, cabe mencionar que en cuanto a los
resultados de la cotransfeccion de miR-7 con Sept8.2 se puede descartar a esta region de la 3’UTR
de Sept8 como blanco de miR-7 y en el futuro serd mejor trabajar con la 3’UTR denominada Sept8.1.
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Figura 21. Cotransfeccidn de células HEK-293 con la 3’UTR nativa y mutante de Septl (A), Sept8.2 (B) y Pfn2 (C) con miR-
7 y miR-881 como control negativo. Los resultados se normalizaron tomando pcDNA con el valor de 1. Nimero de
experimentos n=3. RLUs, unidades relativas de luciferasa. Prueba estadistica de Tukey, *=P < 0.05, **P < 0.01 y ****p <
0.0001.

VIL.VIII Western-blot de células mHypoE-N1 transfectadas con miR-7

Con el objetivo de determinar si la interaccién determinada por los ensayos de luciferasa entre miR-
7 y la 3'UTR de Septl, Sept8 y Pfn2 impacta sobre sus niveles proteicos, se realizaron ensayos tipo
Western-blot usando anticuerpos especificos. Para ello, las células mHypoE-N1 fueron transfectadas
con distintas concentraciones de miR-7 (0.5 ug, 1 ugy 2 ug) y se analizaron los niveles proteicos de
Septl, Sept8 y Pfn2, 48 h post-transfecciéon. Los valores proteicos se determinaron por
densitometria, en términos de valores relativos, es decir corregidos contra su respectiva cantidad
de proteina actina y normalizando a 1 el valor del vector vacio (pcDNA).

En el contexto de las células embrionarias hipotaldmicas los niveles de la proteina de Septl
no se ven disminuidos por miR-7 (Figura 22.A), pues los niveles de proteina Septl no se redujeron
en respuesta a ninguna de las concentraciones crecientes de miR-7 por debajo del control del vector
vacio. Por su parte, la proteina de Sept8 si mostré una tendencia a disminuir de manera inversa a la
concentracién de miR-7, pues los valores de disminucidn fueron de un 3% con 0.5 pg de miR-7, 7%
con 1 pugy 20% con 2 pg (Figura 22.B). En el caso de Pfn2 la transfeccion de miR-7 mostré una
tendencia a aumentar los niveles proteicos en un 20% con 0.5 g, y a disminuir con concentraciones
mayores, un 49% con 1 ug y 34% con 2 ug; los cuales fueron mayores a la inhibicidn proteica de
Sept8 (Figura 22.C). En los recuadros negros a la derecha de cada inciso de la Figura 22 se muestra
un inmunoblot representativo a partir del cual se hizo la densitometria de cada proteina y la
respectiva deteccién de actina. Cabe recalcar que los efectos de inhibicion de miR-7 en los niveles
proteicos de Sept8 y Pfn2 en este contexto son sdlo tendencias, pues el experimento fue realizado
una sola vez; sin embargo, coinciden con los resultados de la inhibicidon de la actividad del gen
reportero de luciferasa, pues en ellos se mostrd que por la disminucidn significativa de la actividad
de luciferasa Pfn2 es un blanco funcional de miR-7 (Figura 18). El Westen-blot de Sept1 y Sept8, se
hizo por duplicado y el de Pfn2 una sola ocasion.
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Figura 22. Densitometria y Western-blot de proteinas obtenidas células mHypoE-N1 en la cotransfeccién de miR-7 y miR-
881 como control negativo con la 3’UTR de Sept1 (A), Sept8 (B) y Pfn2 (C). Se muestra graficamente la densitometria de
cada Western-blot obtenida a partir de la division del valor de densitometria experimental/el valor de densitometria de
actina normalizando a 1 el valor del vector vacio y se muestra el inmunoblot correspondiente del lado derecho. ACT,
actina. Nimero de experimentos n=2 para Septl y Sept8 y n=1 para Pfn2. Sin estadistica.

VIIL.IX Western-blot de células HEK-293 transfectadas con miR-7

Los experimentos de cotransfeccion realizados en la linea celular HEK-293 se realizaron por
triplicado y permitieron identificar que la interaccion entre Septl yvPfn2 con miR-7 es
estadisticamente significativa. Se decidid complementar la informacion y analizar el efecto de la
sobreexpresion de miR-7 en los niveles proteicos de Septl, Sept8 y Pfn2. Al igual que las células
mHypo-N1, la linea celular HEK-293 se transfectd con distintas concentraciones de miR-7 (0.5 ug, 1
pgy 2 ug) y 48 h después se hizo un Western-blot con anticuerpos especificos para las tres proteinas
de estudio. Los valores proteicos se determinaron por densitometria, en términos de valores
relativos, es decir cada uno fue corregido con su respectiva cantidad de la proteina actina y
normalizando a 1 el valor del vector vacio (pcDNA).
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La transfeccién de miR-7 en células HEK-291 mostrd una tendencia a inhibir el nivel proteico
de Septl Unicamente usando 1 pg del miRNA reduciéndose un 14% en comparacién con el control
del vector vacio; para el caso del control negativo, éste funciond bien pues no inhibié el nivel de
proteina de Septl y aumento un 37% (Resultados 23.A). En el caso de la proteina Sept8, ésta no
mostré ninguna inhibicion en respuesta a la sobreexpresién de miR-7; los niveles de su proteina se
mantuvieron estables y muy similares tanto entre muestras experimentales como con el control
vacio (Resultados 23.B). El control negativo funciond correctamente en la transfecciéon de Septs,
pues no inhibid la proteina y aumentd un 8% (Resultados 23.B). Para terminar, la proteina Pfn2 fue
la mas sensible a la sobrexpresidon de miR-7 disminuyendo 5% con 0.25 pg, 11% con 0.5 pg, 16% con
1 pgy 17% con 2 ug (Figura 23.C). Mientras que el control negativo disminuyd un 12% el nivel
proteico; por lo que niveles debajo de 16% no son representativos de inhibicidon, ademas los datos
solo fueron tendencias no significativas.

Con base en los ensayos de luciferasa (Resultados 21) y sus respectivas disminuciones
estadisticamente significativas, se esperaba que la sobrexpresién de miR-7 disminuyera los niveles
proteicos de Septl y Pfn2; pero no fue el caso. Cabe mencionar que los experimentos de Western-
blot mostraron tendencias a disminuir a partir de 1 pg de miR-7 para Septl y Pfn2 (Figura 23.Ay
23.C). Interpretar los datos del efecto de la transfeccion de miR-7 en la traduccidn proteica resulté
dificil, por esa razén decidimos hacer el mismo ensayo de Western-blot, pero a diferentes tiempos,
es decir mas cortos. Acortar el tiempo de analisis nos permitira determinar si lo que ocurrid es que
los cambios proteicos no se pudieron detectar en el tiempo de 48 h post-transfeccién o, si los
tiempos menores; es decir 24 y 36h, son mejores mostrando la disminucién proteica post-
transcripcional ejercida por miR-7. La respuesta es la segunda posibilidad planteada anteriormente,
tiempos mas cortos, especificamente 24 h post-transfeccion muestran una mayor inhibicion
proteica (Figura suplementaria 6 y 7). Dicho efecto se puede explicar de modo que, aunque miR-7
regula post-transcripcionalmente al mensajero de dichos genes, lo hace de un modo reversible, es
decir que el efecto de la inhibicidn se ve tan pronto el mensajero se produce (lapso comprendido
en 24 h, Figura suplementaria 6) y posteriormente se pierde tal regulacion. Por lo tanto, si la célula
necesita de la proteina que codifica el gen, estd debe tener mecanismos distintos al control del
miRNA que promuevan la transcripcion del mRNA blanco por encima de los niveles de miR-7, de tal
manera que este miRNA no puede contender con el aumento del transcrito blanco y no disminuyan
los niveles de proteina en tiempos mas prolongados (36 y 48 h). También existe la posibilidad de
que la transcripcién de miR-7 podria estar siendo inhibida conforme pasa el tiempo y por lo tanto
su efecto post-transcripcional se pierde. Es necesario realizar mas Westen-blots a distintos tiempos
y en intervalos mas cortos para determinar si miR-7 regula los niveles proteicos de Septl y Pfn2.
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Figura 23. Densitometria y Western-blot de proteinas obtenidas de células HEK-293 en la cotransfeccidon de miR-7 y miR-
881 como control negativo, con la 3’UTR de SEPT1 (A), SEPT8 (B) y PFN2 (C). Se muestra graficamente la densitometria
de cada inmunoblot obtenida a partir de la division del valor de densitometria experimental/el valor de densitometria de
actina normalizando a 1 el valor del vector vacio y debajo se muestra el inmunoblot correspondiente. Numero de
experimentos n=3. Prueba estadistica t-sudent *p<0.05.

VII.X Niveles proteicos de SEPT1, SEPT8 y PFN2 en la linea celular ESC-R1

La Dra. Meza-Sosa determiné los niveles del transcrito de miR-7 en la ontogenia de ratén y observd
gue estos aumentan en etapas importantes como lo son, la salida del ciclo celular, el periodo de
mayor actividad neurogénica en el hipotdlamo y finalmente en la maduracién neuronal. La linea
celular con la que se trabajé en el “pull-down” es una linea celular embrionaria que representa un
“pool” o mezcla de los dias 15, 17 y 18, es decir coincide con el periodo de mayor actividad
neurogénica en el hipotalamo, por lo que el estudio de nuestros blancos realizado en esta linea es
especifico de esta etapa. En el contexto del desarrollo embrionario, también resulta interesante
conocer la expresion de los blancos en etapas mas tempranas; de este modo, decidimos monitorear
la expresidn proteica de nuestros blancos en una linea de células troncales embrionarias en estado
de proliferacién y diferenciacidon neuronal. El Dr. Ivan Velasco dond células congeladas ESC-R1, de
ratdn, en etapa de proliferacién y de diferenciacidn para analizar los niveles de proteina de Sept1,
Sept8 y Pfn2 en ambas etapas del desarrollo neuronal. Esta linea celular de células troncales
embrionarias ESC-R1 se diferencié segun lo publicado por Cértes et al. (2016) durante 9 dias con
acido retinoico.

De las células en ambas condiciones se prepararon extractos proteicos y se determinaron
los niveles especificos de Sept1, Sept8 y Pfn2 en etapa de proliferacién y diferenciaciéon por Western-
blot. Estos resultados se normalizaron a 1 con el nivel proteico en la etapa de proliferacidon y se
expresaron como valores relativos dividiendo el valor experimental entre el del control de carga.
Como se muestra en la Figura 24.A. Sept1 se expresa mayormente durante la etapa de proliferacién,
y disminuye en un 99.9% en la diferenciacidn, es decir tiene una expresion extremadamente baja
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en esta etapa. En cuanto a la proteina de Sept8, ésta disminuyd en un 13% durante la diferenciacién
(Figura 24.B) mientras que, en contraste, los niveles de Pfn2 aumentaron de manera drdstica en
esta etapa, expresandose 5.9 veces (590%) mds que en la proliferacion (Figura 24.C).
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Resultados 24. Densitometria y Western-blot de los niveles proteicos de los genes de interés en una linea celular de ESC-
R1 diferenciada hacia neuronas dopaminérgicas con acido retinoico durante 9 dias. Los valores densitométricos se
normalizaron a 1 respecto al valor en la proliferacién. Nimero de experimentos n=1, sin estadistica.
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VIII. Discusion

Los miRNAs son pequefios RNAs enddgenos que cumplen una funcidn critica en diversos procesos
bioldgicos, regulando post-transcripcionalmente multiples mRNAs blanco y por consecuencia sus
niveles proteicos (Bartel et al., 2004). Dicho de otro modo, un miRNA puede tener varios cientos de
genes blanco y a su vez un sélo gen puede ser blanco de multiples miRNAs, creando una intrincada
red de regulacién (Krek et al.,, 2005). Aproximadamente un 70% de los miRNA conocidos en
vertebrados se expresan en el cerebro, sefialando que su funcién es fundamental en este drgano
(Yoguita et al., 2014). Se sabe que miR-7 se expresa de modo enriquecido tanto en el pancreas como
en el cerebro (Choudry et al., 2013).

Estudios previos han puesto en evidencia que miR-7 es importante en la diferenciacién de
la corteza cerebral de ratdn, ya que disminuye la expresion de los genes de la via de p53, Akl y p21,
permitiendo que los NPCs produzcan progenitores intermedios que migran y se integran como
neuronas maduras en la corteza (Pollock et al., 2014). Este miRNA es igualmente importante en el
desarrollo del bulbo olfatorio, pues miR-7 regionaliza a las interneuronas de la parte dorsal del
ventriculo lateral, limitando la regiéon de expresion del FT Pax6 a sélo dicha region y Unicamente
tales interneuronas se integran al bulbo; contrario a las de las regiones ventral y ventrolateral (de
Chevigny et al., 2012). En el contexto hipotaldmico se sabe que miR-7 forma parte de la “huella
molecular” del hipotdlamo, su expresidn se encuentra conservada en anélidos y vertebrados, tales
como pez cebra, ratén e inclusive en humanos (Tessmar et al., 2007; Berezikov et al., 2006).

La expresidon de miR-7 se encuentra enriquecida en diversos nucleos del hipotdlamo adulto
de ratdn y rata, tales como el nicleo supradptico, supraquiasmatico, paraventricular, la parte
ventromedial y dorsomedial del ntcleo arcuato y en el érgano subfornical (Herzer et al., 2012). Si
bien la expresidn de miR-7 es importante tanto en el desarrollo de la corteza y el bulbo olfatorio,
hasta el momento se desconoce su participacién en la diferenciacién neuronal hipotaldmica. Se sabe
gue en cultivos de NSCs la expresion de miR-7 aumenta conforme estas células se diferencian, lo
cual provoca que disminuyan los niveles proteicos de sus blancos como klf4, favoreciendo la
diferenciacidon neuronal (Qin et al., 2011). klf4 es uno de los cuatro factores de reprogramacion
somatica utilizado en la generacidon de células troncales pluripotentes inducidas o iPSCs; en el
contexto del desarrollo del SNC se sabe que los niveles proteicos de KIf4 cambian dindmicamente
siendo altos en las NSCs, bajando en la diferenciacién neuronal y aumentando de nuevo durante la
diferenciacion glial para dar origen a los astrocitos y oligodendrocitos (Qin et al., 2012; Takahashi et
al., 2007).

La sobreexpresion de KIf4 en ratones transgénicos reduce la autorenovacion de los NPCs de
la zona subventricular y atenua la autorenovacion de NSCs en cultivo; ademas, en dichos ratones
transgénicos se observan efectos caracteristicos de hidrocefalia, como ventriculos agrandados y
cilios ependimales defectuosos o fusionado, de este modo el correcto desarrollo de los cilios
relaciona a KIf4 con la regulacion del citoesqueleto neuronal (Qin et al., 2011). Esto fue comprobado
por Qin et al. (2012), quienes mostraron que la sobrexpresion de KIf4 en NPCs inhibe la formacion
de neuritas y la migracidn neuronal, favoreciendo la diferenciacion glial. Lo anterior demuestra
como un blanco funcional de miR-7, con una funcién importante en la diferenciacién neuronal, se
encuentra involucrado en la regulacién del citoesqueleto neuronal.

El ensayo de “pull-down” de miR-7 realizado en la linea mHypoE-N1 arrojo un total de 1,323
genes blanco (Tesis de doctorado Meza-Sosa, 2014), los cuales fueron analizados usando las
plataformas KEGG y Metacore para determinar las vias de sefializacién en las cuales participan,
entre ella vias relacionadas con procesos de regulaciéon y remodelacién del citoesqueleto. En el
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contexto de los procesos del citoesqueleto el resultado de ambos analisis de enriquecimiento nos
permitié generar una red de interaccidn conjunta, que mostro que los genes que interactdan con
mas nodos son las tres Rho GTPasas Racl, Cdc42 y RhoA, actina, Profilina, PAK1, WASP, N-WASP y
c-Raf-1; pues cada uno de ellos interactia con mas de tres elementos. Ademds, comparando los
elementos de ambas vias individualmente, hay cinco genes comunes: ARPC1A (Arp2/3), CRK, Profilin
(Profilin2), Racly Vav2, esto valida la funcionalidad de ambos andlisis, que a pesar de posicionar las
vias relacionadas con la regulacidn del citoesqueleto en diferentes posiciones, coinciden en sefialar
los mismos genes como posibles blancos de miR-7 importantes en tales vias. Es decir, el nimero de
interacciones y los genes en comun entre las vias sefialan a Racl y Pfn2, como blancos tentativos de
miR-7 con funciones de importancia en el citoesqueleto de actina. Por ultimo, de entre los 20 genes
blanco de miR-7 en la via conjunta se analizé la conservacion del sitio de unién a miR-7 a través de
diferentes especies: CRK, con un PcT de 0.71, es decir, mayor al de Pfn2 de 0.68, y al de CAPZA1ly c-
Raf, ambas con un PcT de 0.67. Es decir, diversas estrategias bioinformaticas, asi como el andlisis de
interacciones proteicas sefialan a Pfn2 como clave en la regulacion del citoesqueleto neuronal; lo
cual no confirma su participacién en la regulacidn, pero si lo hace un mejor probable blanco que
otros candidatos. La interaccion de miR-7 con la 3’UTR de Pfn2 ha sido reportada en el contexto -
pancredtico, lo cual apoya la hipdtesis que sefiala que miR-7 regula a la proteina del citoesqueleto
Pfn2 en un contexto embrionario hipotaldmico.

La estrategia inicial por seguir cuando se estudia la posible unién de un miRNA a un mRNA
blanco es hacer un andlisis bioinformatico de los sitios de unidon del miRNA a la 3’UTR. Esto se hace
mediante una revisidn de sus parametros termodinamicos y de conservacion de su semilla (Kuhn et
al., 2008). Las 3’UTRs de cada gen se analizaron usando las plataformas de miRanda-miRSVR, PITAy
TargetScan, teniendo en cuenta que si por lo menos dos de estas herramientas sefialan que
tedricamente miR-7 se une a la 3’UTR, éste es un buen blanco por estudiar. En base a este analisis
los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Gen miRanda PITA TargetScan
miRSVR  AAG Semilla Pct Score de C++
Septl ND -6.24 08:01:00 -0.21 <0.01

Sept8 -0.278! -10.22*  08:00:01* -0.09* ND
-4.83? 08:01:01°
Pfn2  -0.936 -8.85 08:00:00 -0.43 0.68

*Los indices superiores en Sept8 indican si nos referimos al sitio clonado como Sept8.1 u Sept8.2.

Por lo tanto, Septl fue sugerida como posible blanco por PITA y TargetSCan, mientras que
Sept8.1y Pfn2 fueron indicados por las tres herramientas. Cada herramienta utilizada puede diferir
encontrando o no a un cierto gen como blanco; sin embargo, es notable que para los tres casos Pfn2
es el mejor blanco probable de miR-7, mientras Sept8.2 parece el peor. Observando estos
pardmetros no se recomendaria clonar el sitio de Sept8.2; sin embargo, la decisién se hizo cuando
solo se contaba con un valor de AAG de -11, el cual era entre las cuatro 3'UTRs el mas negativo. Ese
valor cambio con la actualizacién de PITA a un valor de -4.83; y haberlo clonado nos permitid trabajar
los 4 posibles tipos de semillas, y aprender que en caso de tener una unién con un AAG mayor a -5
y semilla desfavorable, no vale la pena clonar y es mejor buscar otro sitio de unidn u otro blanco. En
este caso se contd con la 3’"UTR de Sept8.1 y ambos bloques se unen al miRNA de modo diferente.
En nuestra experiencia es mejor clonar sitios con semillas tipo 08:00:00, seguidos de los 08:01:00 y
los 08:00:01, con valores favorables de AAG.
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Como parte de la aproximacién inicial al estudio de un miRNA, la interaccidn de éste y la
3’UTR puede ser validada por medio del disefio de un ensayo de gen reportero. En el caso de este
trabajo se utilizaron dos vectores para a cotransfeccidon; pcDNA3.1, en el que se tiene la clona de
miR-7, y el vector psiCHECK-2, en donde se cloné la 3’UTR nativa y mutante de cada gen Sept1, Sept8
(1y2)y Pfn2, rio abajo del gen de luciferasa para transfectar de manera transitoria las lineas
celulares m-HypoE-N1 y HEK-293. La racionalizacion de tal experimento es que la unién de miR-7 a
la 3’UTR blanco va a reprimir la produccién de la proteina reportera reduciendo su actividad, lo cual
puede ser cuantificado. Los experimentos de expresién de luciferasa realizados en las células
mHypoE-N1 sirvieron para comprobar lo obtenido en el “pull-down” de miR-7 en esta linea celular,
sefalando una tendencia que Sept8 y Pfn2 sean posibles blancos de miR-7, por la inhibicidn de la
actividad de luciferasa.

La linea celular HEK-293 fue la elegida para realizar los ensayos por triplicado debido a su
alta eficiencia de transfeccidn. Analizando los resultados obtenidos se obtuvo que en este contexto
Septly Pfn2 son blancos probables de miR-7. En contraste, Sept8.2 parece no ser un blanco de miR-
7, lo cual era previsible por su poca accesibilidad termodinamica y su falta de conservacién. En el
caso de Sept8.1 no se generd su clona mutante, pero el indicio de un experimento preliminar mostré
gue es probable que también sea blanco de miR-7 pues cuenta con mejores predicciones
bioestadisticas de unién reflejadas en un Unico experimento de luciferasa. Entre las perspectivas del
proyecto se encuentra generar dicha mutante y repetir las cotransfecciones con miR-7 en este
contexto celular. Integrando la informacidn obtenida de la validacion de los blancos observamos
gue hay similitudes pues en amabas lineas celulares Pfn2 es el mejor blanco para la inhibicién de
miR-7; pero en el caso de las septinas, Septl es un buen blanco de miR-7 en células HEK-293,
mientras Sept8 es un mejor blanco de miR-7 en células mHypoE-N1.

El paso de validacion de la union del miR-7 a la 3’UTR de Sept1, Sept8 y Pfn2, establece el
punto de partida para investigar la funcion de la unién del miRNA al trascrito blanco, para lo cual es
necesario responder tres interrogantes diferentes (Kuhn et al., 2008):

1. ¢EI miRNAy el mRNA se coexpresan?
2. ¢Cual es el efecto del miRNA en la proteina blanco?
3. ¢éQué efecto tiene la expresion del miRNA en una funcién biolégica determinada?

La primera pregunta se respondié por medio de un gPCR de miR-7 comparando la expresion de miR-
7 en células HEK-293 normalizada a 1, y tres lineas celulares hipotalamicas; dos de origen
embrionario, una adulta y dos lineas de neuroblastoma. En cuanto a la expresién mas alta, ésta se
dio en las lineas de neuroblastoma N2A y SYHY5Y, lo cual se relaciona bien con el antecedente que
sefiala que miR-7 tiene funciones de oncomiR (miRNA promotor de tumores), favoreciendo la
proliferacién e invasividad de los tumores cerebrales (Visani et al., 2015). Respecto a las células
hipotaldmicas la expresion de miR-7 fue mayor en células de adulto mHypoA-NPY, después en
mHypo-N46 y por ultimo en mHYpo-N1, con respecto a células HEK-293. Este experimento confirmd
qgue miR-7 se expresa en las dos lineas celulares de nuestro interés. Aunado a esto, el antecedente
del “pull-down” y los primeros Western-blots realizados para estandarizar el uso de los anticuerpos
nos permitieron saber que también los tres blancos del citoesqueleto se expresan en células mHypo-
N1y HEK-293.

La segunda interrogante por investigar es el efecto del miRNA en la proteina blanco, pues si
un blanco predicho es un “verdadero blanco”, dicha proteina disminuira su concentraciéon conforme
la expresiéon del miRNA se aumente. Esto se analizd, mediante la transfeccidn transitoria de miR-7,
en las dos lineas celulares utilizadas, mHypoE-N1 y HEK-293, analizando los niveles proteicos
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posterior a 48 h de transfeccion. En el contexto de la linea celular mHypo-N1, el andlisis de Western-
blot se llevd a cabo sdélo una vez y mostré que en respuesta a miR-7 existe una tendencia a que los
niveles proteicos de Sept8 y Pfn2 disminuyan. Notablemente, esto coincide también con una
tendencia de disminucidn de la actividad del gen reportero de luciferasa en esta linea celular.

Por su parte, los ensayos de Western-blot realizados en HEK-293 se hicieron por triplicado
y se analizaron estadisticamente. En estos ensayos se observé una tendencia de disminucién de los
niveles de las proteinas Septl y Pfn2 en respuesta a 1 pug de miR-7, esto se aproxima a las
concentraciones que generaron la mayor inhibicidn de actividad del gen reportero de luciferasa para
cada una; es decir, 1000 ng para Septl y 800 ng para Pfn2. Sin embargo, dichos resultados no son
estadisticamente significativos, por lo cual sugerimos realizar mds experimentos de Western-blot
en intervalos de tiempo mas cortos que 48 h. El tiempo de analisis de los niveles de proteina se debe
tener en cuenta, pues hicimos experimentos preliminares que mostraron que si los niveles de
proteina se analizan 24 h post-transfeccion los efectos de inhibicién son mayores, por ejemplo:
transfectando 2 pg de miR-7 los niveles de proteina de Septl disminuyen un 37%, los de Sept8 un
45% y los de Pfn2 un 19%. Tales niveles no se observaron en 36 ni 48 h post-transfeccion; en este
caso es necesario realizar la extraccién de proteina y Western-blot por triplicado y analizar de nuevo
si la inhibicidn es estadisticamente significativa, inclusive en 12 h post-transfeccién.

A continuacion, explicaremos una situacion del desarrollo embrionario que podria provocar
qgue Pfn2 no sea inhibida por miR-7 durante la neurogénesis hipotalamica. Un anélisis de la totalidad
de la 3’"UTR de Pfn2, tanto de ratdn como de humano, mostré que en el area contigua al sitio de
unién de miR-7 se unen seis miembros de los siguientes tres clusters paralogos marcados con un
asterisco: miR-17-92 (miR-17%*, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a*, miR-92a-1) , miR-106a-363
(miR-106a*, miR-18b, miR-19b-2, miR-20b*, miR-92a-2, miR-363) y miR-106b-25 (miR-106b*, miR-
93*, miR-25). Estos miRNAs estan separados del sitio de unidn de miR-7 por menos de 40 o 30nt en
ratédn y humano, respectivamente, lo cual puede provocar que la unién de un miRNA del cluster con
la 3’UTR interfiera con la unién de miR-7 a la misma. El principal cluster de nuestro interés es miR17-
92; el cual puede actuar como miRNA supresor de tumores u oncomiR dependiendo del contexto
celular (Khuu et al., 2016). Este cluster de seis miRNAs se expresa de manera alta al principio del
desarrollo embrionario y su “knockout” es letal, provocando la muerte de los ratones por defectos
en los pulmones y el corazén (Ventura et al, 2008).

Es importante tener en cuenta que la regulacidon de los miRNAs sobre sus genes blanco
puede ser directa por la unidn del miRNA con la 3’UTR y ocurrir a nivel post-transcripcional, o puede
ser indirecta, por la inhibicidn de un FT que se una a la regién promotora del blanco, y la regulaciéon
sucederia a nivel transcripcional. Sin embargo, en ambos casos el resultado es el mismo, el nivel de
proteina se reduce (Cloonan et al., 2015). Por lo tanto, al actuar en conjunto con otros procesos
reguladores de la expresion, como pueden ser FT, los miRNAs pueden actuar en multiples niveles y
con mayor eficiencia (Tsang et al., 2007). Lo anterior genera dos opciones de interaccién entre
miRNAs y FT: que la transcripcién del miRNA y el gen blanco sean co-reguladas positivamente por
un FT rio arriba de ambos; lo que generaria circuitos conocidos como tipo I. O que tal FT rio arriba
reprima la transcripcion del gen blanco y simultdneamente active la transcripcién del miRNA, que a
su vez inhibe la traduccién del gen blanco, generando circuitos conocidos como tipo Il (Tsang et al.,
2007). Los circuitos tipo Il son mas prevalentes en las células, pues los transcritos blanco de varios
miRNAs con expresion tejido-especifica tienden a disminuir en donde se expresan los miRNAs que
los regulan (Farj et al., 2005; Sood et al., 2006). En contraste, existe poca evidencia de circuitos de
tipo I; sin embargo, un buen ejemplo es el mediado por miR-17 que reprime al factor de
transcripcién E2F1, y a su vez ambos son activados transcripcionalmente por c-Myc en células
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humanas (O’Donnnel et al., 2005). A pesar de que los circuitos de tipo | parecen incoherentes a
primera vista, son importantes pues proporcionan funciones regulatorias necesarias para el
mantenimiento de la expresién estable de proteinas (Tsang et al., 2007). Como se comentd
anteriormente, se encontrd por un analisis bioinformatico que miR-17 tiene una alta probabilidad
de unién a la 3'UTR de Pfn2, si tal interaccion es funcional biolégicamente, c-Myc podria estar
generando un circuito tipo | favoreciendo la transcripcion de miR-17 y de uno de sus blancos, y los
niveles altos de miR-17 interferirian con la unidén de miR-7 a la 3’"UTR de Pfn2, y los niveles de
proteina de Pfn2 se mantendrian estables.

También la regulacion de los miRNAs es un proceso importante durante el desarrollo. Como
se comentd en la introduccién en ratén existen 3 loci de miR-7: miR-7a-1, miR-7a-2 y miR-7b,
transcritos de los cromosomas 13, 7y 17; los cuales comparten la secuencia de la semilla, pero miR-
7b difiere en un nucleédtido (Pollock et al., 2014), mientras en humano se nombran a los genes miR-
7-1, miR-7-2, y miR-7-3 y todos tienen la misma secuencia (Martinez-Sanchez et al., 2016). MiR-7a-
2 y miR-7b, son transcritos de locis intergénicos, mientras que miR7a-1 se localiza en un intrén del
gen de la ribonucleoproteina nuclear heterogénea K (Hnrpk; Martinez-Sanchez et al., 2016). La
expresiéon de miR-7a se encuentra enriquecida en el hipotalamo, asi como en los islotes
pancreaticos, la hipdfisis, y las glandulas suprarrenales de ratones y humanos (Landgraf et al., 2007).
En el contexto de los islotes pancredticos miR-7 se transcribe gracias a la expresién de dos FT de tipo
bHLH Ngn3 y NeuroD (Kreddo-Russo et al., 2012). Como se menciond en la introduccidn durante la
neurogénesis NGN es un gen proneural temprano expresado en células en proliferacion y NeuroD
uno tardio expresado en células que han salido del ciclo celular (Lee et al., 1995; Roztocil et al.,
1997).

Se conoce que hay una regulacién a nivel post-transcripcional del transcrito de miR-7
generado a partir del locus de la proteina Hnrpk en células no neuronales para que el miRNA se
encuentre enriquecido Unicamente en células neuronales. Esto ocurre en humanos y ratones gracias
a dos proteinas HuR (antigeno de Hu, R) que funciona como adaptador para la proteina MSI2
(homologo de Musashi | 2), la cual se une al bucle terminal del pri-miR estabilizandolo y evitando su
procesamiento (Choudhury et al., 2013). Ademas, recientemente se describié un nuevo mecanismo
de control post-transcripcional mediado por un RNA circular llamado ciRs-7, enriquecido en el
cerebro, que contiene un total de 73 sitios de uniéon a miR-7 y actla como esponja o secuestrador
de miR-7 (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). La expresidon de ciRS-7 coincide entre los
islotes pancredticos y las neuronas (Xu et al.,, 2015). Interesantemente ciRS-7 se encuentra
enriquecido en el cerebelo, y se expresa mayormente en neuroblastomas que no se adhieren al
sustrato. Cabe mencionar que la proteina pridnica celular (PrPc) induce la expresién de ciRS-7 y no
de su gen huésped CDR1, en células HEK-293 (Satoh y Yamamura, 2004). En este contexto, es
probable que la regulacién de HuR y MSI2 pueda estar inhibiendo la maduracién del miR-7
transfectado en células HEK-293, debido a que estas no son de origen en neuronal, y ello también
correlaciona con el antecedente que relaciona a la PrPc con la inducciéon de ciRS-7 en células HEK-
293. Es decir, ambos mecanismos post-transcripcionales pueden influir en los resultados obtenidos.
Cabe mencionar que la funcidn de ciRs-7 no es sélo como esponja y también puede funcionar como
amortiguador o repositorio de miR-7 dependiendo de los estimulos celulares; por lo que su
regulacion es fina y especifica. En caso de una sobrexpresidn lo mas probable es que ciRS-7 actué
como esponja para atenuar el exceso del miR-7.

Recapitulando la informacién previa, para determinar por qué las proteinas del
citoesqueleto no fueron inhibidas por miR-7 tenemos que realizar una transfeccion transitoria de
miR-7 en células HEK-293 para extraer, analizar y comparar las proteinas a las 12, 24,y 36 y48 h en
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experimentos realizados por triplicado. Si estas replicas mostraran ser estadisticamente
significativas podriamos avanzar a la tercera interrogante de investigacién: ¢Qué efecto tiene la
expresion del miRNA en una funcién biolégica determinada? Si no, entonces podriamos detectar la
expresion de MSI2 y HuR, o ciRS-7 en las células HEK-293 y compararlo con los niveles en las células
neuronales hipotalamicas para determinar si la expresion de tales inhibidores de miR-7 tienen un
efecto global reflejado en la taza de inhibicidn post-transcripcional y los niveles proteicos.

Por ultimo, la interrogante de investigacion mas importante es: ¢Cual es la funcién del
miRNA en una funcién biolégica determinada? En este sentido, es prudente sintetizar las funciones
conocidas de nuestros tres blancos Sept1, Sept8 'y Pfn2 y tratar de proponer en base a los resultados
obtenidos una posible funcién, la cual a pesar de ser una prediccidn, puede guiar las perspectivas
para resolver la pregunta de investigacion a futuro. En el caso de las septinas, Sept1 y Sept8, la falta
de bibliografia relativa a su papel en el SNC presenta una complicacidn, asi como un darea de
oportunidad. Ambas septinas se expresan de manera enriquecida en el SNCy han sido relacionadas
con la enfermedad de Alzheimer (Dolat et al., 2014; Shimoyama et al., 2003; Kinoshita et al., 1998;
Kurkinen et al., 2016). Por lo tanto, se sabe de antemano que su expresion existe en el SNC adulto,
pero no se conoce en la embriogénesis. En ese sentido nuestro trabajo aporta una nueva perspectiva
a la funciéon de la regulacién del citoesqueleto en los procesos de diferenciacion neuronal
hipotaldmica. Un articulo recientemente publicado sefiala que la expresién de Sept1 no es capaz de
rescatar un defecto en las ramificaciones de las dendritas hipocampales causado por el
“knockdown” de Sept5 con un RNA de interferencia (shRNA); sin embargo, la expresion ectdpica de
Sept2 y Sept4, rescata el defecto y colocaliza con Sept7 en las dendritas (Kaplan et al., 2017). Lo
anterior a pesar de que todas las septinas antes mencionadas pertenecen a la misma familia, de
Sept2, y son consideradas redundantes. Es posible que la funcién bioldgica de Septl este mas
orientada a la citocinesis por su interaccidn con AuroraB en el surco de segmentacién y porque el
“knockdown” de Septl en oocitos de ratdn causa defectos en el huso mitético y una incorrecta
segregacion de cromosomas (Qui et al., 2005; Zhu et al., 2011). Esta funcién en la citocinesis encaja
muy bien con los datos de RNA-seq y el inmunoblot en células ESC-R1, puesto que la expresién de
Sept1 es alta al inicio de la neurogénesis y disminuye conforme se diferencian las células. Es posible
gue miR-7 regule post-transcripcionalmente a Sept1, dada la significancia estadistica de los ensayos
de luciferasa y las tendencias de disminucion proteica obtenidas en células HEK-293.

Sept8 forma parte de la familia de Sept6, compuesta por Sept6, 8, 10, 11 y 14; por medio de
RNA de interferencia y experimentos de sobrexpresion se conoce que Sept6 es importante tanto en
la formacién de espinas dendriticas como en la arborizacién axonal (Tada et al., 2007; Hu et al,,
2012). Las funciones de Sept8 reportadas en la literatura estan poco relacionadas con las dendritas
o los axones, y mas bien se relacionan con las membranas y vesiculas. Sept8 esta enriquecida en las
presinapsis e interactla con diversas proteinas para formar los complejos SNARE (receptores de
proteinas de fijacion soluble de NSF) y la liberacidon de neurotransmisores; interactia con Sept5;
cuyo “knockout” tiene defectos en la secrecion de serotonina (Blaser et al., 2004). Dicha interaccién
también es importante en las retinopatias proliferativas que se caracterizan por una alta expresion
de Sept8 (Ito et al., 2009; Beites et al., 1999; Blaser et al., 200). No hay modelos reportados de un
“knockout” de Sept8; sin embargo, por sus interacciones en el SNC es probable que en hipotdlamo
también regule procesos relacionados con exocitosis de vesiculas y neurotransmisores, por lo que
tentativamente su expresion es mds importante en neuronas diferenciadas. Los datos de RNA-seq
y el inmunoblot en células ESC-R1, muestran que Sept8 se mantiene expresandose de manera
relativamente estable al inicio de la neurogénesis, disminuyendo notablemente en el E 18 mostrado
en el RNA-seq, después estabilizandose y aumentando en adulto. Estd disminucidn nos llama la
atencién puesto que el conjunto de progenitores a partir del cual se genera la linea celular mHypoE-
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N1 con la que trabajamos es de los dias 15,17 y 18. Es probable que en esta etapa de mayor actividad
neurogénica en el hipotdlamo las funciones celulares de exocitosis no sean tan importantes y
aumenten en adelante en la medida que las células se diferencian. Por lo tanto, dado que Sept8
aumenta su expresion a la par que lo hace miR-7, y no se ve inhibido es probable que no sea un
buen blanco de miR-7. Cabe mencionar también que las septinas son genes que sufren “splicing
alternativo, y a pesar de haber escogido la variante transcripcional mas larga, nuestros resultados
se encuentran limitados a que trabajamos Unicamente con una sola variante que puede, o no,
reflejar lo que sucede in-vivo.

Respecto a Pfn2 se sabe que tiene una funcién importante en el desarrollo temprano
inhibiendo la neurogénesis (Da Silva et al., 2003) y juega un papel importante en la citoarquitectura
de las dendritas de neuronas del hipocampo (Michaelsen et al., 2010). Ademas, éste es un blanco
comprobado de miR-7 en un contexto pancreatico (Latreille et al., 2014); sin embargo, se desconoce
su funcion en el desarrollo neuronal hipotaldmico. Dado que éste fue el mejor blanco bioinformatico
y en la validaciéon de la unién de miR-7 por ensayos de gen reportero, se decidid analizar mas a fondo
la extension completa de su 3’UTR por medio de miRanda-miRSVR. Este analisis mostrd que existen
mas de 45 miRNAs que se unen a la 3’"UTR de Pfn2 con un buen score de conservacion, parte del
cluster miR17-92, que se expresa de manera alta al principio del desarrollo embrionario, su
“knockout” es letal (Ventura et al, 2008).

Estos datos muestran que entre la diversidad de miRNAs que se unen a Pfn2 existen varios
gue tienen una expresion importante durante el desarrollo temprano, por ejemplo, miR-17 y miR-
20a en conjunto con la expresidon de miR-7, estos miRNAs pueden estar participando de manera
sinérgica en el control postranscripcional de Pfn2; o bien competir entre ellos por el sitio de unién
a la 3’UTR por impedimentos estéricos durante el desarrollo del hipotalamo. Se observé mediante
RNAseq que el transcrito de Pfn2 se comporta de la misma manera que el transcrito de miR-7 en el
desarrollo neuronal hipotaldmico, aumentando progresivamente del dia E 12 al P 7 y se atenua
ligeramente en adulto. La expresion proteica de Pfn2 se correlaciona directamente con la tendencia
de aumento en el transcrito en el contexto de la linea celular ESC-R1, pues el nivel de proteina de
Pfn2 es bajo en proliferacién y aumenta en la diferenciacién. Por lo tanto, es probable que por el
numero de miRNAs que se unen en la proximidad del sitio de unién de miR-7, que este miRNA sea
necesario mas no suficiente para logar disminuir los niveles proteicos de Pfn2.
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IX. Conclusion

MiR-7 es un miRNA conservado evolutivamente que esta circunscrito a todos los controles
transcripcionales y post-transcripcionales. Sin embargo, sorprende su enriquecimiento en el
hipotalamo, un centro neurosecretotio compuesto por cerca de 300 o mas fenotipos neuronales y
con funciones fisiolégicas muy variadas; desde regular la ingesta o gasto de energia, hasta las
conductas de vigilia, conducta sexual y de enojo, a través de su comunicacidon con el sistema
enddcrino mediante la hipdfisis. De manera interesante este miRNA cuenta con regulador post-
transcripcional tan especifico como lo es CiRS-7, enriquecido en el cerebro con funciones de
esponja, repositorio o amortiguamiento de miR-7.

Interesantemente miR-7 es regulado y a la vez regula, en el contexto del hipotdlamo
embrionario. MiR-7 cuenta con tres blancos del citoesqueleto novedosos por tener enriquecimiento
especifico al SNC; especificamente el mds interesante es Pfn2, pues existe una publicacién que
confirma que es un blanco de miR-7 en otro contexto celular. No se tiene ninguna idea de la funcién
gue puedan tener estos genes del citoesqueleto en la neurogénesis; sin embargo, este trabajo
amplia nuestro conocimiento de ellos, identificando a Pfn2 y Sept1 como blancos de interaccidn con
miR-7. Es probable que Sept8 no sea un buen blanco de miR-7, pero en caso de resolver con certeza
estadistica el efecto del miRNA en la proteina blanco de los otros dos genes, es muy probable que
Septl y Pfn2 sean inhibidas por miR-7. Ahondar en el estudio de sus funciones y el efecto post-
transcripcional de miR-7 sobre estos blancos del hipotdlamo no sdlo es completamente novedoso
sino muy interesante; y en la medida que se trabaje con las 3’"UTR completas, alguna variante
transcripcional y un sistema in-vivo ad hoc se puede descubrir si miR-7 controla la dindmica del
citoesquelto durante el proceso de diferenciacion neuronal hipotaldmico regulando post-
transcripcionalmente a los genes de Sept1y Pfn2.

Un concepto emergente en el campo de la neurogénesis plantea que las neuronas que
tienen sistemas de neurotransmisores comunes, por ejemplo noradrenérgicas, usan un mismo
programa principal de diferenciacion génica y reclutan componentes especificos para su fenotipo.
Poder descubrir que alguna de nuestras proteinas es parte del programa principal de diferenciacion
de algun fenotipo hipotaldmico especifico seria muy enriquecedor, pues el conocimiento se podria
extrapolar a programas de diferenciacidn ya conocidos por sus interacciones con otras proteinas y
ellonos acercaria a conocer la funcién de nuestros genes de interés. El conocimiento generado
aporta nuevas bases para continuar la investgacidn con la certeza de que estudiar mds a fondo estos
tres blancos en el cerebro expandird nuestro entendimiento limitado de los mecanismos
moleculares de diferenciacidon neuronal hipotalamica.
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X. Perspectivas

e Clonar la 3’UTR mutante faltante de Sept8, es decir Sept8.1 y repetir las transfecciones en
la linea celular HEK-293 con la 3’'UTR nativa y mutante, asi como realizar los ensayos de
Western-blot por triplicado para confirmar si la interaccién entre miR-7 y Sept8.1 es
bioldgicamente funcional.

e Maedir por gPCR los transcritos de Septl, Sept8 y Pfn2 en mHypoE-N1 y HEK-293.

e Cotransfectar miR-7 y el cluster de miR-17-92 en células HEK-293 para investigar si el efecto
sinérgico de estos miRNAs es capaz de disminuir los niveles proteicos de PFN2. Cabe
mencionar que se cuenta con dicha construccion (miR17-92) en el laboratorio pues fue
clonada para investigar su funcién en el desarrollo neuronal hipotaldamico (Tesis de
licenciatura Ortega-Gurrola, 2017).

e Confirmar en HEK-293 la funcionalidad de una esponja de miR-7 (generada en el laboratorio)
con 7 sitios de unién consecutivos a miR-7, de modo que la actividad de la luciferasa se
rescate por medio de la inhibicién de la represion post-transcripcional de miR-7.

e Realizar ensayos de andlisis por hibridacidon fluorescente in situ para caracterizar la
expresion de Septl, Sept8 y Pfn2 en el hipotdlamo en desarrollo y adulto.

e Estandarizar una técnica para la generacidn de neuroesferas hipotaldmicas, entre el periédo
de los dias E 15 y E 18 de mayor neurogénesis en el hipotaldmo y establecer estas células
como el modelo experimental bioldgico en el cual se pruebe el efecto de la transfeccidn de
miR-7 o de su inhibicién por medio de la esponja. Esto supondria no tener que trabajar con
construcciones de las 3’"UTRs y sélo modificar los niveles enddgenos de tales proteinas.
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Figura suplementaria 1
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# Gen Incluido  #Elem. Nombre del gen
en
1 Arpcla ARP2/3 | Complejo de la subunidad 1A de la proteina relacionada con actina 2/3
2 Crk CRKII 1l Homdlogo del oncogen CT10 de virus de sarcoma v-crk
3 Pdgfb GF ] Polipéptido beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas
4 Slc9al NHE1 \Y) Cargador de solutos de la familia 9
5 Pik3ch PI3K Vv Polipéptido b-catalitico de la fosfatidilinositol-3 cinasa
6 Pik3r2 PI3K Vv Subunidad regulatoria, peptido 2 de fosfatidiinositol-5-fosfato-4-cinasa
7 Pip4k2a PI4P5K VI Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo Il alfa
8 Pip4k2b PI14P5K \ Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo Il beta
9 Pip4k2c PI4P5K Vi Fosfatidilinositol-5-fosfato-4 cinasa tipo Il gamma
10 Pip5k1lb PI14P5K \ Fosfatidilinositol-4-fosfato-5 cinasa tipo | beta
11 Pfn2 PFN Vil Profilna 2
12 Racl RAC VIl C3 substrato botulinico 1, relacionado a RAS
13 Rafl RAF IX Oncogen viral 1 v-raf de leucemia
14 Rras RAS Oncogen del subrupo R de sarcoma de rata Harvey
15 Rras2 RAS Homdlogo 2 del oncogen viral relacionado a RAS (r-ras)
16 Mras RAS RAS de musculo y microespinas
17 Pdgfra RTK Xl Alfa polipéptido del receptor de factor de crecimiento derivado de
plaguetas
18 Sshl SSH Xl Homélogo de slingshot (Drosophila)
19 Vav2 Vav/ Xl Oncogen Vav2

Fig S1. Genes que participan en la via regulacion del citoesqueleto de actina. Elementos de la via de regulacion del
citoesqueleto de actina obtenidos por KEGG pathways. El total de genes que participan en la via “Regulacion del
citoesqueleto de actina” son 19, como se muestra en la lista. De estos genes, algunos se encuentran en la misma
clasificacién en nUmeros romanos, de tal manera que aparecen como 13 elementos en la via.
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Los siguientes 24 genes conforman la red llamada “Citoesqueleto, regulacién del rearreglo del
citoesqueleto” y se muestran como 17 elementos en la red de interaccion generada por la via. En
nimeros romanos se muestran los elementos que conforman cada nodo en la red de manera que
en Metacore la anotacién toma como gen la clasificacidn principal y después sefiala la variante del
gen, bajo una misma clasificacién.

# Simbolo de gen Incluido en # Elem. Nombre del gen
1 14-3-3 14-3-3 | Proteina de activacion tirosina 3-monooxigenasa
/triptéfano 5-monooxigenase
2 14-3-3 eta 14-3-3 | Proteina de activacidn tirosina 3-monooxigenasa/triptéfano
5-monooxigenase, polipéptido eta
3 ARF3 ARF3 Il Factor 3 ADP-ribosilacion
4 ARPC1 ARPC1 1l Subunidad 1, complejo de la proteina relacionada con actina 2/3
5 ARPC1A ARPC1 1 Subunidad 1A, complejo de la proteina relacionada con actina 2/3
6 CAPZA CAPZA \Y] Proteina de capping (filamentos de actina) de la linea del musculo z, alfa
7 CAPZA1 CAPZA \Y, Proteina de capping (filamentos de actina) de la linea del musculo z, alfa 1
8 CRK CRK Y, Homodlogo del oncogen CT10 de virus de sarcoma v-crk
9 ERM proteins ERM proteins VI Proteina de interaccidn con la cadena Iregulatoria lugera de miosina
10 G-protein G-protein alpha-i family Vil Proteina de unién a nucleétido de guanina (proteina G), alfa inhibitoria 2
alpha-i family
11 Galpha(i)- Galpha(i)-specific amine Vi Receptor adrenérgico alfa 2
specific amine GPCRs
GPCRs
12 PARD6 PARD6 IX Par-6 (particion defectuosa 6)
13 PARD6B PARDG6 IX Par-6 (particion defectuosa 6) homdlogo beta (C. elegans)
14 PKC PKC Proteina cinasa C
15 PKC- PKC Proteina cinasa C, iota
lambda/iota
16 Profilin Profilin Xl Profilina
17 Profilin 11 Profilin XI Profilina 2
18 Protein kinase Protein kinase G Xl Proteina cinasa dependiente de cGMP, tipo Il
G
19 Racl Racl Xl C3 substrato botulinico 1, relacionado a RAS
20 Tubulin alpha Tubulin alpha XIvV Tubulina, alfa 1B
21 Tubulin alpha 1A Tubulin alpha XV Tubuling, alfa 1A
22  Tubulin gamma Tubulin gamma XV Tubulina, gama 2
23 VAV-2 VAV-2 XVI Oncogen Vav2
24 WasplP WasplP XV Miembro 1 de la familia de proteinas de interaccién con WAS/WASL

Fig S2. Genes que participan en la via de enriquecimiento “Citoesqueleto, regulacion del rearreglo del citoesqueleto”.
Elementos que conforman los 24 genes como 17 elementos en la red de interaccién generada por la via “Citoesqueleto,
regulacion del rearreglo del citoesqueleto”. En nimeros romanos se muestran los elementos que conforman cada nodo
en red de manera que en Metacore la anotacién toma como gen la clasificacion principal y después sefala la variante del
gen, bajo una misma clasificacion.
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Figura suplementaria 3

3.A.

Gen microRNA  Posicion Semilla AGduplex AGopen AAG
Septl mmu-miR-7a 238 08:01:01 -10.8 -2.64 -8.15
Septl mmu-miR-7a 277 08:01:01 -8.8 -2.01 -6.78
Septl mmu-miR-7a 163 08:01:00 -13.4 -7.15 -6.24

Region amplificada de 217nt, a partir del nucledtido 1 al 217 de la 3’UTR de Sept1, semilla marcada
en amarillo.

1
tattccccaa

taccgcctgt cctcgectct gctcaccgect aatcggctat cccatcccceg
121 cgctggacag cccagcgccc aatccgggga tccagagggt aggcctgccc ttgcacttaa
181 accagatccc tccaatccgg aagtttaagg cccatccgac ttcgtcttcc gcgcggcetct
aagaggaccg cactccaaga aaagcctccc caccact
3.B. Gen microRNA  Posicion Semilla AGduplex AGopen AAG
Sept8 mmu-miR-7a 450 08:00:01 -22.65 -12.42 -10.22
Sept8 mmu-miR-7a 2437 08:01:01 -13.4 -6.55 -6.84
Sept8 mmu-miR-7a 2245 08:01:01 -11 -6.16  -4.83
Sept8 mmu-miR-7a 2268 08:01:01 -11.2 -11.13 -0.067
Sept8 mmu-miR-7a 213 08:01:01 -10.2 -10.22  0.022
Sept8 mmu-miR-7a 2866 08:01:01 -9.2 -10.2 1

Regién amplificada de 405nt, a partir del nucledtido 241 al 646 de la 3’"UTR de Sept8 denominada
Sept8.1, semilla marcada en amarillo.

241

301
361
421
481
541
601

Regidn amplificada de 353nt, a partir del nucledtido 1981 al 2346 de la 3’UTR de Sept8 denominada

—acaccttgt
ctccagtgtt
ccagctatcc
aaggtttatt
atggagcagt
ttcatcatca
gatccgtgcect

gacccttctc
tacagctttg
ttctctatgce
ttttccagag
tatgtgcccg
agccggcgac
acagaattcg

Sept8.2, semilla marcada en amarillo

1981
2041
2101
2161
2221

2341 c

atga

ccataacatg
ccatgtcccc
aaatgcgtca
ccggtggctg
ctctggtgat
tcatgtggtg
cctggttcct

gtgtgaggac
acctgctggce
aagccatgac
gtcttccatt
ggccccagcec
cctgccctag
ctctatttta

taaaagacag gattgcaggc
ccaccatccc ccgctgcectca
cgcctttgac ctaaagctgg
ttaagatctt cccatcggct
2281 gtggaatttt gttatcttta tttagctgag gttaaattaa tctctgttgt gcaagaaaaa

ggactgggag
ctcaggctgc
tgctggaacc
tacagtgtca
agtgatgcta
gcgtggcectg
attttt

caacctct cctagccaat atattattcc agagaccagg atgacctagce
aggcaggtcc actggttgta
tctgaagcca gcaaattgta
aggctgttat actcagtgcc
tgacttgcaa tttctagagt

ccggtacaga
ctgggcctgg
caaaactgac
ctattccttg
ggcctaattg
cggtctggca

tcacaatcca tgcagagaac
ccaaacatgg gcgtactgga
ccagcatccc tggggaaacc
gtggcaagct cttcccctgt



3.C

Gen microRNA  Posicion Semilla AGduplex AGopen AAG
Pfn2 mmu-miR-7a 480 08:00:00 -19 -10.14 -8.85
Pfn2 mmu-miR-7a 42 08:01:01 -11.2 -10.55 -0.64
Pfn2 mmu-miR-7a 64 08:01:01 -9.86 -10.15 0.29
Pfn2 mmu-miR-7a 99 08:01:01 -9.2 -17.79 8.59

104

Region amplificada de 542nt, a partir del nucledtido 3 al 544 de la 3’UTR de Pfn2, semilla marcada

en amarillo.

1 --gctaggca
61 cttaagtctc
cccttaaata
181 gtcatgggaa
241 ttatacctga
301 gatttgcatg
cttagcagtt
421 tacagtctct
481 agtcttcctt

121

361

541 tttc

gactgttaag
ctttgtatcc
attgtgttca
aggaaggtgt
agaggtctgt
atatcttgaa
agtggattac
aactcgatca
ttgtagcgca

tattagggga
ctctgttggt
tttttgtttt
ccacgcaggc
aaccaacctt
actgggggaa
tgattactaa
gtgtcttttc

tggttgggag

aaattgctct
ggggaaaggt
gtttccttgt
acaattaaca
tatctggcat
gggggcatgce
aataggttaa
agcactttgg
gaaaaagtgc

taaattttcc
gtctttcttt
gtactccagc
agaaaacata
cataattgca
caagttgggc
tagtaagcaa
agcatttcct
atgcctctgt

tagctgtaag
ctgcccecctte
attggttata
tgaactcgct
gcacaataat
atcacttcgt
ggtgccggtg
tggctcatct
acgtcacacc

Fig S3. Caracteristicas de 3’UTR de clonas y amplicon clonado en psiCHECK-2. (A) Sitios de unidn de miR-7 sobre la 3’UTR
de Septl (A), Sept8 (B) y Pfn2 (C) amplicon clonado en psiCHECK-2.
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Sept8.2_fwd 353 CAACCTCGAGTAGCCAATATAT TATTCCAGAGACCAGGATGACCTAGCAGGCAGGTCCACTGGTTGTATAAAAGACAGGATTG

15398 ATCGCTCGAGTAGCCAATATAT TATTCCAGAGACCAGGATGACCT AGCAGGCAGGTCCACTGORTGTATAAAAGACAGGATTG
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Fig S4. Resultados del alineamiento de la secuenciacion de las clonas recombinantes de Sept8.1, Sept8.2 y Pfn2 en el
vector psiCHECK-2. (A) Secuencia sentido de la 3’UTR de Sept8.1 y (B) secuencia antisentido de Sept8.1. (C) Secuencia
sentido de la 3’UTR de Sept8.2 y (D) secuencia antisentido de Sept8.2. (E) Secuencia sentido de la 3'UTR de Pfn2 y (F)
secuencia antisentido de Pfn2. Recuadro rojo marca sitio de unién a miR-7 para cada secuencia sentido. (G) Muestra la
secuencia sentido de la 3’UTR de Sept1 después de haber sido sacada del vector pletl.2/blunt. En el recuadro rojo se
muestra el sitio de union a la semilla de miR-7.
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Fig S5. Alineamiento y secuenciacion de 3’UTRs mutantes. Secuencia sentido de la 3’"UTR mutante de Sept1 (A), Sept8.2
(B) y Pfn2 (C). En el recuadro rojo se muestra el sitio de unién a la semilla de miR-7.
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Fig S6. Efecto de la transfeccion de miR-7 en la traduccion de las proteinas SEPT1, SEPT8 y PFN2 en células HEK-293 en
24 hrs (A, C, E) y 36hrs (B, D, F) A partir de la transfeccién de miR7 en concentraciones de 250ng, 500ng, 1000ng y 2000ng
se hizo un Western-blot en tiempos diferentes del triplicado, disminuyendo en dos intervalos de 12 htrs cada uno es decir
en 36hrs y 24 hrs. para monitorear el efecto del miRNA sobre la produccion de proteina de SEPT1, SEPT8 y PFN2. Los
valores fueron obtenidos a partir de la divisién del valor de densitometria experimental/ el valor de densitometria de
actina normalizando a 1 el valor del vector vacio. Nimero de experimentos n=1. Ud: unidades densitométricas.
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A C
3' UTR Septl ud 3' UTR Sept8 ud
pcDNA 1.00 pcDNA 1.00
pc miR-7 [250ng]  1.13 pc miR-7 [250ng]  0.85
pc miR-7 [s00ng]  0.81 pc miR-7 [s00ng]  0.48
pc miR-7 [1000ng] 0.82 pc miR-7 [1000ng] 0.84
pc miR-7 [2000ng] 0.63 pc miR-7 [2000ng] 0.55

e 36 horas

B D
3' UTR Septl ud 3' UTR Sept8 Ud
pcDNA 1.00 pcDNA 1.00
pc miR-7 [250ng]  1.07 pc miR-7 [250ng]  1.02
pc miR-7 [500ng]  0.93 pc miR-7 [500ng]  1.08
pc miR-7 [1000ng] 1.14 pc miR-7 [1000ng] 0.86
pc miR-7 [2000ng] 1.11 pc miR-7 [2000ng] 1.04

E

3' UTR Pfn2 ud
pcDNA 1.00
pc miR-7 [250ng]  1.46
pc miR-7 [500ng]  0-87
pc miR-7 [1000ng] 0.93
pc miR-7 [2000ng] 0.81
F

3' UTR Pfn2 ud
pcDNA 1.00
pc miR-7 [250ng]  1.62
pc miR-7 [500ng] 1.38
pc miR-7 [1000ng] 1.45
pc miR-7 [2000ng] 1.25

Fig. S7 Densitometria de la transfeccion de miR-7 en la traduccion de las proteinas SEPT1, SEPT8 y PFN2 en células HEK-
293 en 24 hrs (A, C, E) y 36hrs (B, D, F). Tabla con los valores densitométricos del Western-blot de la transfeccion de miR-
7 en células HEK-293, la tabla (A) y (B) corresponden a la SEPT1 de 24 y 36 hrs; la tabla (C) y (D) corresponden a SEP8 de

24y 36 hrsy latabla (E) y (F) a PFN2 de 24 y 36 hrs.
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