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RESUMEN

La inactivacion del cromosoma X (XCI) es un evento epigenético que suprime muchos genes en uno de los dos
X en los mamiferos hembras. El mantenimiento de ese estado excepcional de herencia somatica depende en parte
del remodelamiento de la cromatina. Hace tres décadas publicamos la primera evidencia de la existencia de dos
Xa en células de cancer de mama. Y evidencias recientes involucran a la proteina BRCA1 con remodelacion
cromatinica. Partiendo de estas observaciones, una citogenética y otra molecular, planteamos la posible relacion
entre BRCA1 y XCI. Para investigarlo, se abrog6 la expresion de BRCAL1 en células XiXa, utilizando shRNAs
contra el mRNA de la proteina BRCAT1. De los clones recombinantes en DH5alpha, se extrajeron los plasmidos
psiSTRIKE-Neo-shRNAs, y con ellos se lipo-transfectaron células XiXa. Mediante Western-blot se confirmé el
silenciamiento de la proteina BRCA1. Con la secuencia Sh2-RNA de mayor grado de silenciamiento anti BRCA1,
se encontro expresion QRT-PCR aumentada en las transfectadas, y para los genes POLA1, PGK1 y OCRL ligados
aregiones que no escapan a la inactivacion, y para el gen control ZFX que normalmente si escapa a la inactivacion
(control interno).

En conclusion, aunque el RNAi anti-BRCA1 no afecta la metilacion de promotores de los genes examinados
sinténicos al X, si perturba sus niveles de expresion, sugiriendo que BRCAL si puede afectar el estado de mante-
nimiento de inactivacion de esos loci, lo cual no es incompatible con la postulada accion epigenética de BRCA1
sobre la remodelacion de la cromatina.

Palabras claves: RNA-interferente, BRCAI1, inactivacion, cromosoma-X, cancer de mama.
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ABSTRACT

X chromosome inactivation (XCI) is an epigenetic event that suppresses many genes in one of the two X in fe-
male mammals. Maintenance of this exceptional state of somatic inheritance depends partly on the remodeling of
chromatin. Three decades ago we published the first evidence of the existence of two Xa in breast cancer cells.
And recent evidence involves the BRCAL1 protein with chromatin remodeling. Based on these evidences at the
molecular and cytogenetic level, we proposed a possible relationship between BRCA1 and XCI. To investigate
these clues, BRCA1 expression was abrogated on XiXa cells using shRNAs against the mRNA of the BRCA1
protein. From the DH5alpha recombinant clones, psiSTRIKE-Neo-shRNAs plasmids were extracted, and used to
lipo-transfect XiXa cells. Silencing of the BRCA1 protein was confirmed by Western blot. With the Sh2-RNA that
generated the greater degree of silencing, through QRT-PCR in transfected cells we found increased expression of
POLAL, PGK1 and OCRL genes linked to regions of the Xi that do not scape inactivation, and for the ZFX gene
which normally escapes inactivation (internal control).

In conclusion, and although the anti-BRCA1 RNAis employed did not affected the epigenetic methylation state
of X-linked genes examined, it does perturb their expression levels, suggesting that BRCA1 could affect the state
of inactivation of those Xi-linked loci, which is compatible with the postulated epigenetic action of BRCA1 on

chromatin remodeling.

Keywords:interfering-RNA, BRCA1, inactivation, X-chromosome, breast cancer

INTRODUCCION

Hace tres décadas publicamos la primera evidencia de
la existencia de dos cromosomas X activos (Xa) en cé-
lulas de cancer de mama (1). Y solo recientemente se
estd empezando a descubrir la biologia molecular de
este importante fendmeno bioldgico epigenético, apa-
rentemente ligado a la carcinogénesis mamaria. La in-
activacion del cromosoma X (XCI), resulta en la repre-
sion epigenética transcripcional de la mayoria de genes
en uno de los dos cromosomas X en las hembras de los
mamiferos. Al parecer, este mecanismo compensa en
parte, el desbalance de dosis que originaria la diferen-
cia en la constitucion genética de machos XY y hem-
bras XX. Ocurre en el blastocisto, en donde uno de los
cromosomas X, es inactivado aleatoriamente y se man-
tendra clonalmente inactivo en todas las generaciones
celulares subsecuentes, generando un mosaicismo epi-
genético constituido por células con patrones opuestos
de XCI (2-5).

El proceso de inactivacion, que ha sido extensamente
estudiado y revisado (6,7), se divide en tres etapas ge-
nerales que son: la iniciacion, el establecimiento y el
mantenimiento del silenciamiento. Durante la inicia-
cidn se activan dos procesos: Uno de ellos es el conteo,
mediante el cual se silencian aleatoriamente todos los
cromosomas X menos uno. En sucesion, se presenta la
escogencia del cromosoma que se va a inactivar. Al res-
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pecto, estudios recientes sugieren que en las etapas pre-
vias a la inactivacion ambos cromosomas alternan entre
dos estados de “inactivacion-activacion” parcial que le
confiere a cada cromosoma X una probabilidad inde-
pendiente de iniciar la inactivacion (4, 8). Al parecer,
durante esta transicion de conteo-escogencia hay acu-
mulacion de transcritos de Xist cuya estabilizacion con-
curre en el futuro Xi. E1 RNA Tsix también parece estar
implicado en los procesos iniciales de conteo-escogen-
cia, en los cuales los centros de inactivacion (Xic's) de
los cromosomas X colocalizan transitoriamente (9,10).

El establecimiento de la XIC comienza una vez el
RNA Xist cubre el X que sera inactivado, y factores epi-
genéticos concurren para el mantenimiento del estado
inactivo, induciendo una cascada de eventos remode-
ladores de la cromatina que silencian el Xi en cis de
manera permanente. Estas modificaciones son promo-
vidas por la interaccion de HDACs, metiltransferasas y
proteinas remodeladoras de la cromatina (11). En este
caso, el Xi es enriquecido por modificaciones de his-
tonas como la metilacion de la histona 3 en el residuo
de lisina 9 (H3-K9) que es uno de los eventos de remo-
delacion mas tempranos que caracterizan esta cascada.
Posteriormente un grupo de proteinas (polycomb) Eed/
Enx1 se asocian a dicho cromosoma de manera transito-
ria y son las responsables de la metilacion temprana de
la H3 en el residuo de la lisina 27 (H3K27). Este proce-
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so es seguido rapidamente por otras modificaciones de
histonas como la metilacion de la histona 4 en la lisina
20 (H4K20), la ubiquitinacion de la histona 2A (H2A),
hipoacetilacion de H4 y la hipometilacion de la histona
3 en la lisina 4 (H3K4) (3, 12), que llevan al silencia-
miento transcripcional y a la replicacion tardia. En este
punto, el estado inactivo se termina de consolidar con el
reclutamiento de la variante macroH2A, y la metilacion
del DNA en las islas CpG de regiones promotoras (12).
Una vez establecido el silenciamiento, éste es de carac-
ter heredable y se mantiene a través de la replicacion
tardia en la fase S, marca clasica de la heterocromatina
facultativa Xi.

Para explicar el mantenimiento de la inactivacion du-
rante el curso del ciclo celular se ha propuesto el si-
guiente modelo: Durante la porcion media-tardia de la
fase G1, la asociacion de HP1 con el Xi, promueve la
formacion de heterocromatina de alto orden de com-
pactamiento. El RNA Xist facilita el reclutamiento de
la histona macroH2A, lo que impide el acceso al Xi de
factores de transcripcion y/o remodeladores de la cro-
matina. En este punto la heterocromatina es muy esta-
ble y compacta, formando el llamado Corpusculo de
Barr. Durante la entrada y el transcurso temprano de
la fase S, la histona H1 pierde afinidad por el DNA y se
disocia del Xi, debido a que es fosforilada por una Cdk.
Esto permite que las proteinas de union a la cromatina
HMG-I/Y (High Mobility Group), se asocien al Xi y
se promueva una configuracion abierta de la cromatina,
facilitando sucesivamente su remodelacion, mediada
posiblemente por BRCAI1, contrarrestando los efectos
de la histona macroH2A. Esta configuracion hace posi-
ble entonces la replicacion del DNA, los nucleosomas
retienen su estado de metilacion, y se segregan aleato-
riamente entre las cadenas recién sintetizadas. A su vez,
los nucleosomas que se incorporan de novo para las
hebras nacientes se componen de tetrameros acetilados
(H3-H4),. La presencia del RNA Xist en el Xi a través
del proceso de replicacion, asegura el reclutamiento de
los dimeros de macroH2A-H2B. Acto seguido, las DN-
MTs, mas especificamente DNMT 1, reconocen y me-
tilan el DNA hemimetilado, y en combinacion con los
nucleosomas metilados, reclutan complejos de HDAC/
HMTasa que deacetilan y subsecuentemente metilan los
nucleosomas que se van incorporando. Luego, durante
la transicion de la fase S tardia a G2 temprana, HMG
1/Y es fosforilada por la misma Cdk que fosforila a H1
(con una ciclina diferente), y se disocia del Xi. Durante
este periodo, HP1 también se disocia del Xi, y una vez
la célula entra en mitosis, también se disocia el RNA
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Xist (13). Ya en G1 la heterocromatina del Xi se reesta-
blece, Xist reconoce a macroH2A, la cual se mantiene
asociada al Xi durante la mitosis, HP1 se une de nuevo
a la H3 metilada, y H1 se une al DNA internucleoso-
mal, y asi, este conjunto de proteinas e interacciones
promueven la reconstitucion de la heterocromatina de
alto orden, caracteristica del Xi.

De otro lado, cabe recordar que durante el proceso nor-
mal de la XCI, hay genes que escapan al silenciamien-
to génico y se expresan en ambos X. El grado de escape
al estado activo puede variar entre loci, en un amplio
rango (5-75%) relativo al Xa, heterogeneidad atribuida
a diferentes ambientes cromatinicos moleculares en di-
chos genes (3, 5, 12). Uno de esos factores son los ele-
mentos LINE1, abundantes en el X humano pero ausen-
tes en las regiones que escapan a este fendémeno. Otros
son los elementos aisladores (IE) que pueden formar
dominios para prevenir el esparcimiento de la hetero-
cromatizacion (12, 14).

Dentro de toda esta jerarquia de remodelacion, y debido
a su relacion con el cancer de mama y ovario, ha des-
pertado gran interés el papel que puede llevar a cabo la
BRCAI1 en la modelacion de la heterocromatina del Xi
inactivo. La ausencia del Xi en células XX de cancer
de mama, establecio las primeras evidencias sobre la
posible alteracion de la XCI en este tipo de cancer (1).
Pero fue en el afio 2002, cuando Ganesan y colaborado-
res (15) lograron establecer un vinculo directo entre el
fenomeno de la XCI y la BRCA1, cuando se demuestra
que en células BRCA1 -/-, procedentes de carcinoma
mamario humano, se pierden la replicacion tardia, la
metilacion en la H3K9 y la localizacion del RNA Xist
y macroH2A sobre el Xi. En el caso inverso, cuando
se reconstituye el genotipo (+) de BRCAL1, se promue-
ve la relocalizacion de Xist y macroH2A. Este posible
vinculo BRCA1-Xi, fue posteriormente reforzado por
el mismo autor (16). A partir de estos resultados se pro-
pone que la disfuncion en BRCAI1 afecta el manteni-
miento de la XCI (15). Sin embargo, no queda claro
si la falla en la localizacion de Xist es la que provoca
la pérdida de las marcas de inactivacion. En relacion a
esto, si bien existen estudios en los que se muestra que
la perdida de Xist provoca la reactivacion génica, tam-
bién se ha demostrado que la deleccion de este RNA no
afecta el mantenimiento de las marcas heterocromaticas
en el Xi, y que alteraciones en la maquinaria del RNAi
no son esenciales para la iniciacion de la XCI (17,18).
Asimismo, se ha encontrado que en sistemas induci-
dos para la sobreexpresion de BRCA1, se presenta una
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fuerte relacion con la expresion de XIST, confirmando
la pérdida de un Xi en células tumorales (19,20). Ade-
mas, recientemente se publicd un par de estudios que
presentan evidencias contradictorias con respecto a la
reproducibilidad de los hallazgos de Ganesan et al. por
lo cual la relacion entre BRCA1 y Xist permanece por
definir (16, 21). Por lo tanto, y aunque todavia no es
clara la relacion entre BRCA1 y el fenémeno de XCI,
se trata de un postulado sugestivo y fascinante, mas
atun cuando existen estudios en donde se ha evidenciado
que la localizacion de BRCA1 en el Xi es mediada por
una asociacion a la heterocromatina pericentromérica
en general y no especificamente con la heterocromatina
facultativa del Xi (22) y, que sin importar la funcionali-
dad de BRCAL, las lineas celulares de cancer de mama
poseen alteraciones en la inactivacion del X (1,11,23).

En sintesis, teniendo en cuenta: (a) el modelo de man-
tenimiento de la heterocromatina en el Xi, (b) las alte-
raciones en la inactivacion del X en cancer de mama,
y (c) las relaciones existentes entre BRCA1 y factores
remodeladores de la cromatina, se plantea la siguiente
pregunta de investigacion: jEstda BRCAI relacionado
con el mantenimiento o inestabilidad de la inactivacion
del X? En esta investigacion, se acomete esta pregunta
mediante la moderna metodologia del RNA de interfe-
rencia (sShRNAs).

MATERIALES Y METODOS

Lineas y Cultivos Celulares.

Se utilizaron células somaticas de origen femenino
(HeLa y MCF7). Se mantuvieron en medio DMEM su-
plementado con 4mM de L-Glutamina, 1,5g/L de NaH-
,CO,, 4,5¢/L de glucosa y 10% de Suero Bovino Fetal.
Se subcultivaron cada 2-3 dias sembrando aproximada-
mente 2 x 10° células en 5 mL del medio suplementado.
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Diseiio del sistema de silenciamiento.

Para bloquear la produccion de BRCA1 en las células
HelLa, se inhibi6 la expresion del gen de dicha proteina,
utilizando el mecanismo de RNA de interferencia me-
diado por shRNAs (small hairpin RNA). Para este efec-
to se utilizo el kit siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning
System (Human) - Neo de PROMEGA (Wisconsin,
USA) el cual provee un vector de expresion de shRNAs
que permite clonar secuencias de shRNAs. En este caso
se introdujeron por separado secuencias de shRNAs
complementarios al RNA mensajero de BRCA1 (que
induce la degradacion de éste). El disefio de los shRNAs
se hizo a través del siRNA Target Designer — Version
1.51 (24), el cual arroj6 las secuencias blanco posibles
dentro del mRNA de BRCAI. Estas se reanalizaron en
el programa mfold (25) y se escogieron las tres con
mayor energia libre y estabilidad. A partir de estas se-
cuencias se ordeno la sintesis de los oligonucleotidos
que se mencionan a continuaciéon con sus respectivas
posiciones en el mRNA de BRCA1: Shl (3091-3109),
Sh2 (1103-1121), Sh3 (3508-32526). Todas se ubican
en la porcion amino terminal, la cual es muy impor-
tante para la interaccion con otras proteinas y cerca de
dos sefiales nucleares que posee BRCA1. También se
empled una secuencia control “random” (Sh4). Los oli-
gonucleotidos fueron alineados e insertados en el vec-
tor psiSTRIKE™ Neo, utilizando DNA ligasa T4. El
producto de ligacion se utilizo para transformar bacte-
rias competentes (DH5alpha) que fueron seleccionadas
en ampicilina. Luego el DNA plasmidico provenientes
de 5 colonias individuales por cada shRNA se purificd
utilizando Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System, Promega (Figura 1). Para verificar la insercion
de la secuencia de shRNA en el vector, el plasmido se
cort6 con Pstl, obteniendo los dos fragmentos espera-
dos ya que la insercion del shRNA introduce otro sitio
de corte Pstl.
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.
10000!'-.---Hﬂ'- --------

b (@ =

A

458050

e

6000

3333\_4 | e e — (g -
3000 ot

2500 o

2000 -

1500

Figura 1. Extraccion de plasmidos shRNAs anti-BRCA1 por MINIprep alcalina: A partir de cultivos de bacterias transformadas con los
productos de ligacion psiSISTRIKE + 3 secuencias de shRNAs anti-BRCA1 y una secuencia control. Se extrajeron diferentes muestras
de plasmidos (provenientes de 5 colonias individuales por cada shRNA). Las diferentes bandas observadas en cada carril corresponden
a diferentes conformaciones del plasmido. La flecha azul indica la ubicacion del plasmido de 4580 pb aproximadamente.
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Transfeccion del RNA de
BRCAL.

Cada plasmido recombinante se transfectdé a células
HeL a utilizando lipofectamina-2000 siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Después de 6 horas de incuba-
cion a 37°C, se retiran los complejos Lipoflex, se hacen
dos lavados con PBS 1X y se adiciona 1 mL de DMEM
sin antibidtico + 10% FBS. La seleccion se realizo 36
horas después, utilizando una concentraciéon de 400
ug/mL del antibidtico G418 (andlogo de la Neomicina)
escogida después de realizar una curva de citotoxicidad
durante 12 - 15 dias. Estos experimentos se realizaron
por triplicado.

interferencia contra

Evaluacion de la expresion de BRCAL.

Para determinar cual de los tres shRNA introducidos es
mas efectivo, la expresion de BRCA1 se evalud por me-
dio de Western blot, se inici a partir de homogenizados
de los cultivos de células transfectadas con los plasmi-
dos psiSTRIKE-NEO portadores de cada shRNA-anti-
BRCAI1, ademas del sh-random (shC) y seleccionadas
con G418. Para ello, muestras de 1 x 10° células fueron
tratadas con 100 uL de buffer de lisis y 1 uL de inhibi-
dor de proteasas; luego se cuantificaron por el método
de acido bicinconinico. Posteriormente, se corrieron
(40 ug/pozo) en un gel desnaturalizante de poliacrila-
mida al 6% a 90V durante 2 h. Inmediatamente se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulosa (4h/250mA).
Se bloquearon con T-TBS y leche al 5% durante 1 h a
temperatura ambiente y se incubaron con el anticuer-
po primario anti-BRCAT1 (c-ter) (1:1000) (Cell Signa-
ling Cat # 9010), y anti-o-tubulina (DM1A) (1:1000)
(Cell Signaling Cat # 3873) a 4°C durante toda la noche.
Después de los lavados convecionales, las membranas
se incubaron con un anticuerpo secundario Anti-IgG
(anti-rabbit) conjugado con peroxidasa (1:5000), y se
revelaron por quimioluminiscencia (BioRad Sytems)

colocando las membranas sobre peliculas autoradiogra-
ficas. Dichas peliculas se analizaron con densitometro
“scanner power look” acoplado al Chemidoc XRS sys-
tem software Quantity one (Biorad).

Para evaluar los parametros de inactivacion enunciados
en los numerales siguientes, se obtuvieron cultivos con
una supresion de BRCAT1 hasta del 55% (sh2), con res-
pecto al control de células transfectadas con el vector
solo (“mock™). Dos controles adicionales incluyeron
células transfectadas con un shRNA random y células
no transfectadas.

Evaluacion de la expresion de genes ligados al cro-
mosoma X (QRT-PCR).

El RNA total de las células suprimidas para BRCAI y
control, se obtuvo con TRIsure (Invitrogen, Carlsbad,
CA) a los 12 - 15 dias post-transfeccion, siguiendo las
instrucciones del fabricante; luego se cuantifico me-
diante Nanodrop. Se procedio a la sintesis de cDNA 'y
la Q-PCR usando el kit QuantiFast™ SYBR® Green RT-
PCR (Quiagen) segun las instrucciones del fabricante.
Las QRT-PCR se realizaron en un termociclador Smart-
cycler System (Cepheid, USA), en un volumen final de
25 uL que contenia 80 ng/uL de RNA. El perfil para
realizar la RT-PCR estaba compuesto de varios pasos:
1) transcripcion reversa por 10 minutos a 50°C, 2) ac-
tivacion inicial de la PCR por 5 minutos a 95°C, 3) ci-
clos: desnaturalizacion por 10 segundos a 95°C, combi-
nacion de annealing/extension por 30 segundos con la
temperatura especifica para cada par de primers durante
35 ciclos y 4) extension final por 10 minutos a 72°C. La
amplificacién de cDNA se llevo a cabo con las condi-
ciones especificas para cada par de primers (Tabla 1).

Los datos obtenidos de la RT-PCR cuantitativa fueron

Tabla 1. Primers para QRT-PCR de los genes ligados al X. ZFX es el control interno que normalmente no escapa a la inac-

tivacion porque se expresa tanto en el Xa como en el Xi.

Gen Nombre Secuencia Tm °C GC Tam Prod

POLA1F DNA polimerasa alfa AAG CCTCCCTTTCAGTCACA 60 50%

POLA 1R CAG CAA CCT CAA CCT TCA CA 60 50%  112bp
PGK1F Fosfoglicerato kinasa 1 ATG GAT GAG GTG GTG AAA GC 60 50%

PGK1 R CAG TGC TCA CAT GGC TGA CT 60 55%  118bp
ZFXF Proteina con dedos de zinc, ligada ACG GCA CGT TAT TTC CAT TC 60 45%

ZFX R al X TGT CGC ATT ATG TGC TGG TT 60 45%  105bp
OCRLF Proteina relacionada a inositol TGG ACA GGTTCC CTGCCATT 60 55%

OCRLR fosfato-5-fosfatasa GCC TCG ATC CAG GTGAAG GA 60 60% 217 bp
16
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analizados en el programa LinRegPCR (11.0). Las efi-
ciencias se calcularon en el software a partir de la pen-
diente generada por los valores CT (Numero de ciclos
generados para alcanzar el umbral de fluorescencia).
La ecuacion 1 muestra el modelo matematico de la ra-
zon de expresion relativa en RT-PCR. La razon del gen
blanco es expresado en una muestra vs un control en
comparacion a un gen de referencia (26).

( Fiarget )3 CPargetcontol —sample)

ratio = 3CPrefcontrol—sample)

(Eref)

Evaluacion del estado de metilacion de los promoto-
res de genes ligados al X.

A partir de cultivos celulares con una confluencia del
90-95% (1 x 10° células) se realizo extraccion de DNA
con buffer estandar (200 mM de tris pH 7.5, 250 mM
de NaCl, 25 mM de EDTA y 5% de SDS), se precipito
con isopropanol y se lavd con etanol al 96%, obtenien-
do una concentracion de ~800 ng/uL. cuantificado con
Nanodrop.

El estado de metilacion de los promotores de los genes
ligados al cromosoma X, PGK1, POLA, OCRL y ZFX,
se analiz6 por PCR usando DNA genomico previamen-
te digerido con la enzima Hpall sensible a la metilacion.
Notese que los tres primeros genes estan en loci del Xi
que no escapan a la inactivacion, mientras que ZFX si
escapa a la inactivacion y se emple6d como control inter-
no. Los “primers” empleados (Tabla 2) generan ampli-
ficados que abarcan varios sitios de restriccion sensibles
a la metilacion en 5’ de cada gen.

Previo a la PCR, 2 ug de DNA genomico obtenido de
la transfeccion y del control, se cortaron con la enzima
Hpall, en un volumen final de 20 uL que contenia NE-
buffer 1X, y 10U/uL de enzima. La mezcla se incubo
16 horas a 37°C y se inactivo a 65°C por 20 minutos.
Por ultimo se tomaron 2 uL. del DNA digerido para ha-
cer la PCR. Las PCR se realizaron en un termociclador
PTC-200 MJ Research, Inc USA, a un volumen final de
25 uL que contenia 50 - 200 ng/uL. de DNA genémico,
buffer amonio para PCR 1X, MgCl, 1.5 mM, 0.2 mM
de cada primer, 0.2 mM de cada uno de los deoxinu-
cledtidos (dTTP, dGTP, dCTP, y dATP) y 0.03 U de Taq
polimerasa recombinante (Bioline). La amplificacion se
llevo a cabo con una desnaturalizacion inicial de 94°C
por 2 minutos, seguido por 35 ciclos que consistian de
una desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, una
temperatura de alineamiento especifica para cada par de
primers (Tabla 3) por 45 segundos, y una elongacion a
72°C por 1 minuto. La elongacion final fue de 10 mi-
nutos a 72°C. El nivel de metilacion (hipo/hipermetila-
cion) se determino por la presencia o ausencia de cada
amplificado, visualizado en gel de agarosa al 1.5%.

Analisis Estadistico.

Los datos obtenidos en el Western blot fueron tabulados,
procesados, graficados y analizados estadisticamen-
te mediante el programa GrahPad prism® 5.0 (version
para Windows). Se empled la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar las poblaciones y se aplico ANOVA de
una sola via para diferencia de medias entre células
BRCA1-suprimidas y sus respectivos controles. Los
valores p < 0.05 se consideraron significativos.

El analisis de los resultados se basd fundamentalmente

Tabla 2. Primers especificos para regiones promotoras (ensayo de metilacion).

Nombre Gen Secuencia
POLA1F 5’>CTGGGGAAAACGATCCAACC3’
DNA polimerasa alfa POLAIR  5’CTGAAAGCCAATCAGCGGC3’
PGKI1F 5’ACGCGGCTGCTCTGGGC3’
Fosfoglicerato kinasa 1 PGKI1R 5 TTAGGGGCGGAGCAGGAAG3’
ZFXF 5’CTACCCTTCCGCATTTTCCT 3’
Proteina con dedos de zinc, ligada al X 7ZFX R 5°GAGCTCGGAGCTGACAAAAA 3’
OCRLF 5’ AGATTCTCAGCTCCCAGCT?’
Proteina relacionada a inositol fosfato-5-fosfatasa OCRLR 5°CCGATCCGACGACACTGGC3’
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Tabla 3. Condiciones de temperatura y MgCl para cada par de primers especificos para las regiones promotoras (ensayo

de metilacion).

Gen Tamafio del amplificado Temperatura de anneling Concentracion de Cloruro de Magnesio
POLA 349 bp 57.4 1.5 Mm
PGK1 143 bp 59.8 1.5 mM
OCRL 129 bp 60 2.0 Mm
ZFX (Control) 105 bp 59.8 1.5 Mm

en la comparacion de los niveles de expresion de los
genes ligados al cromosoma X, y los niveles de meti-
lacion de sus promotores en células transfectadas o no
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Figura 2. Evaluacion de la eficiencia de silenciamiento de la
proteina BRCA1 a través de las tres secuencias shRNA selec-
cionadas. SH1, oligonucleétido No 1; SH2, oligonucleétido
No 2; SH3, oligonucleoétido No 3.

transfectadas (mock) con los shRNA interferentes para
BRCAT1 vs shRNA aleatorio. La cuantificacion estadis-
tica de estos parametros se describe en los apartes co-
rrespondientes a cada técnica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la expresion de BRCA1 por Western blott.
De los cultivos de células transfectadas con el plasmido
psiSTRIKE-NEO portador de cada shRNA-antiBR-
CAl, se obtuvieron homogenizados proteicos que evi-
denciaron un nivel de supresion del nivel de BRCAL1
del 25% para Shl, 55% para Sh2 y 15% para Sh3, con
respecto al control (células transfectadas con el vector
solo). Estos resultados fueron obtenidos mediante den-
sitometria, y las diferencias estadisticas analizadas a
través del estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis
(P =0,0145) mostraron una diferencia significativa en-
tre el control (HeLa) y el constructo Sh2 (P < 0.05) (Fi-
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gura 2).

La secuencia Sh2, gener6 el mayor grado de silencia-
miento parcial (55%) de la proteina, lo cual es con-
gruente con lo esperado ya que esa region génica esta
ubicada exactamente dentro del exdn 3 que pertenece a
la region amino-terminal que permite la interaccion con
otras proteinas. Se trata entonces de un resultado efec-
tivo/deseable ya que de alli parte el examen del silen-
ciamiento de esta proteina (mediada con RNAIi) sobre
la replicacién de ambos cromosomas X, y sobre la ex-
presion de genes sinténicos que habitualmente escapan
o no al mecanismo natural de inactivacion.

Estos resultados son técnicamente congruentes con el
creciente nimero de articulos cientificos que emplean
esta reciente y robusta técnica del RNAi para gene-
rar interferencia especifica en la expresion de un gen
en modelos celulares (27). Y en el caso de la presen-
te investigacion, se refiere a la disminucion especifica
y significativa en la expresion de la proteina BRCAI
y evaluar las consecuencias que ello pueda generar en
otros procesos celulares/moleculares asociados a la in-
activacion del cromosoma X.

Para obtener la disminucion de la expresion de BRCAI,
todas las secuencias disefiadas se ubican en la porcion
amino-terminal, crucial para la interaccion de BRCA1
con otras proteinas. En esta region se encuentra un do-
minio RING (126 a.a.) que es un motivo relativamente
pequefio de dedos de zinc, capaz de unir DNA, RNA,
proteinas y ciertos lipidos, y que se asocia directamente
con el RNA Xist no codificante (15).

BRCAI, a diferencia de la mayoria de genes supresores
de tumor, es un gen poco conservado. Esta caracteristi-
ca se observa principalmente en las porciones amino y
carboxi terminal que coinciden con el dominio RING
(amino-terminal) y BRCT (carboxi-terminal). Es preci-
samente en estas regiones donde se localiza el mayor
numero de mutaciones sin sentido, que se relacionan al
cancer de mama, lo que indica que son regiones posi-
blemente involucradas en la supresion tumoral mediada

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 27: 12-23; 2015



Exploracion con RNA-interferente contra el gen de susceptibilidad a cancer de mama (BRCA1) Barrera ef al.

por BRCA1 (28).

Al comparar nuestros resultados con los hallazgos de
otros autores, se demuestra que la supresion de la pro-
teina BRCA1 a través del mecanismo RNAI, es efectivo
a partir de las 72 horas, sugiriendo que la pérdida de
esta proteina en las células XX puede llevar a la pertur-
bacion y desestabilizacion del estado de silenciamiento
del Xi (15, 29). Otros apoyos bibliograficos sefialan que
cambios en la dosis y la expresion de genes ligados al
cromosoma X, se han encontrado en tumores BRCA1
-/-y en tipo BLC (20). Los datos anteriores sugieren
que la pérdida de BRCAI1 puede llevar a una disrup-
cion especifica de muchas de las caracteristicas del Xi,
incluyendo la localizacion normal de Xist. Dadas estas
observaciones, es posible que el mantenimiento defec-
tuoso de la inactivacion del cromosoma X sea un even-
to que predispone a la progresion neoplasica de células
epiteliales de mama y ovario.

Sin embargo, otros estudios como los de Xiao y colabo-
radores (21), Sirchia y colaboradores (23), indican que
no existe tal relacion, pues reportan que BRCA1 no se
encuentra en niveles elevados en la cromatina cubierta
por el RNA Xist del Xi, y que mutaciones o depleciones
de BRCAI1 no causan cambios significativos en la loca-
lizacion del RNA Xist o la expresion de los genes liga-

Hela +
shRNA prcal

MCF 7

Linfocitos C -

dos al cromosoma X, sugiriendo que BRCA1 no tiene
un papel importante en la promocion de la localizacion
del RNA Xist para el mantenimiento de la estabilidad
de la heterocromatina facultativa.

De ahi nuestro interés en aplicar esta nueva tecnologia
del RNAI para abordar este interrogante, y documen-
tar si la deplecion de BRCAT1 via shRNA-anti-BRCAI,
influye o no en marcadores epigenéticos asociados al
remodelamiento de la cromatina del X inactivo.

Estado de metilacion de genes ligados al cromosoma
X sujetos a la XCI.

Para medir un pardmetro epigenético de los genes li-
gados al cromosoma X en la linea celular HeLa (con/
sin transfeccion siRNA anti-BRCA1), analizamos el es-
tado de metilacion de los promotores de tres genes de
estatus de inactivacion/metilacion conocidos, y que la
literatura consenso los ha reportado asi: POLAI(Xp) y
PGK1(Xq) que se inactivan en el Xiy solo se expresan a
partir del Xa; y el gen ZFX que escapa a la inactivacion
y se expresa de ambos Xs. Como controles celulares se
emplearon la linea celular de cancer de mama MCF7
(XaXa) y linfocitos de mujer (XiXa). La posicion de los
genes se muestra en la Figura 3. Se utiliz6 el método
de digestion sensible a metilacion con la enzima Hpall.
Las regiones de los promotores de los genes POLA1 y

POLA
ZFX

PG

Figura 3. Evaluacion del estado de metilacion de los promotores de genes del cromosoma X. A.
Digestion genomica con Hpall (+) y amplificacion de promotores de los genes POLA, PGKI y
ZFX. B. Posicion de los genes evaluados, tomado y modificado de Sirchia et al, 2005 (23).

PGK1 evidencian desmetilacion generalizada tanto en
células HeLa (con/sin transfeccion anti-BRCA1) como
en la linea control MCF7; en linfocitos XX control, se
encontro el patron esperado para los tres genes. Dado
que no se esperaba una hipometilacion en la region pro-
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motora de éstos en la linea celular control, y al obser-
var los niveles de expresion de los genes ligados al X
(préxima seccidn), se puede inferir que la metilacion
de al menos las regiones promotoras evaluadas, no esta
siendo influenciada por los niveles de silenciamiento
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inducidos en BRCA1. Por tal razon, se evidencia la ne-
cesidad de evaluar otros mecanismos epigenéticos co-
nexos a la XCI, incluyendo promotores colindantes y
modificaciones de histonas.

El gen ZFX amplificé en las muestras que no estaban
tratadas con la enzima Hpall como se esperaba, pues
este gen escapa a la inactivacion, pero al analizar las
muestras tratadas con la enzima, observamos que en
MCF7 se presenta amplificacion parcial, fendmeno que
también se observd en algunas de las transfecciones
analizadas; este resultado estd pendiente de mas analisis
ya que la region del cromosoma X donde se ubica este
gen escapa a la inactivacion.

Cabe recordar que la hipo/hiper-metilacion en las regio-
nes promotoras de los genes ligados al cromosoma X
puede variar considerablemente entre loci, en un rango
entre 5 - 75% de los niveles de Xa; es la llamada hete-
rogeneidad zonal relacionada a las diferencias en el am-
biente molecular local de los genes (3) y al porcentaje
de secuencias LINES en cada uno de ellos (14, 30, 31).

En la carcinogénesis, la hipermetilacion de promotores
es asociada a la pérdida de heterocigocidad en un mis-
mo locus, resultando en la pérdida de funcion de un gen
“protector”. Aun se desconocen los mecanismos o las
reglas (si las hay) que determinan qué genes son meti-
lados durante la patogénesis de un determinado tipo de
cancer. Sin embargo, existen marcadores especificos de
metilacion del DNA habitualmente asociados a tumores
frecuentes y/o a otros procesos de inactivacion cromo-
somica/génica, como la inactivacion del cromosoma X.
Algunos reportes indican que promotores ligados al X
presentan hipometilacion significativa, y se sugirio que
estos cambios son tejido-especificos y género-especifi-
cos (32, 33). Otros estudios han analizado el estado de
metilacion del DNA y las modificaciones de la cromati-
na dentro de las regiones promotoras de los genes liga-
dos al cromosoma X, y se ha encontrado desmetilacion
generalizada en las lineas celulares de cancer de mama
analizadas y ausencia de XIC. Para ello se ha planteado
la explicacion que la falta de represion epigenética en
genes ligados al X en presencia de mas de una copia del
mismo cromosoma X, se originaria a partir de eventos
de duplicacion de todo un cromosoma Xa y eliminacion
del inactivo (23).

De ahi lo interesante de examinar el estado de metila-

cion global de promotores en regiones sinténicas del
cromosoma X, y su relacion con el proceso de inacti-
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vacion dentro del contexto de la presente hipotesis de
trabajo, que no gira alrededor de una doble aneuploidi-
zacion tipo —(Xi), dup(Xa), sino mediante los efectos de
la supresion de BRCA1 con RNA interferente. Sea una
u otras las explicaciones, el hecho es que el cromosoma
X alberga muchos genes que estan diferencialmente ex-
presados en tumores de mama y otros tipos de canceres;
la cuestion radica en descubrir cuales pueden contribuir
al desarrollo tumoral seglin los cambios de expresion
del X (21, 32).

Evaluacion de la expresion de genes ligados al cro-
mosoma X (QRT-PCR).

Mediante QRT-PCR se evaluo si la supresion de la sin-
tesis de BRCA1 conlleva a cambios cuantitativos en la
expresion de genes ligados al X (POLA1, PGKI1, OCRL
y ZFX). Inicialmente se realiz6 la calibracion del gen de
referencia ZFX (que no escapa a la inactivacion); y los
datos obtenidos de los genes PGKI, POLAI y OCRL
fueron normalizados en relacion a este gen, del cual se
espera expresion disomica tipo autosoma, pues no se
inactiva.

Los niveles de RNA mediante QPCR en tiempo real
de los 4 genes ubicados en el cromosoma X humano,
fueron evaluados en transfectadas y no-transfectadas.
Se obtuvieron los respectivos valores CT para cada gen
ligado al X. También se hicieron comparaciones con un
control interno de células MCF7 que posee dos cromo-
somas X. Las eficiencias fueron calculadas por el soft-
ware LinRegPCR (11.0), y oscilaron alrededor del valor
optimo de 2. 0 que para este tipo de RTQ-PCR equivale
a una eficiencia cercana al 100% (Valores observados
entre 1.875 —2.163, con un promedio de 2.054).

Los valores CT oscilaron entre 20.41 — 25.43, en este
orden de menor a mayor: HeLa transfectadas, Hela no-
transfectadas y control MCF7; y como era de esperar,
este orden se mantiene después de la correccidén por
eficiencia. Lo anterior indica que la transfeccion anti-
BRCA1 aumenta los niveles de expresion de los ge-
nes PGKI, POLAI y OCRL ligados al X, ya que las
transfectadas traspasan el umbral CT mas rapidamente
(menos ciclos) que las no-transfectadas, lo cual es evi-
dencia de que la supresion parcial de BRCAI influye
en la reactivacion de genes ligados al X, y por ende,
el BRCAL silvestre estaria influyendo en el proceso de
inactivacion del X. De otro lado, al comparar la expre-
sion relativa entre ellos, se evidencio que, a pesar de ser
mayor en las transfectadas, es oscilante con tendencia a

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 27: 12-23; 2015



Exploracion con RNA-interferente contra el gen de susceptibilidad a cancer de mama (BRCA1) Barrera ef al.

OCRL>POLAI>PGK]I (Figura 4).

Las ventajas de sensibilidad y especificidad de la PCR-

cuantitativa en tiempo real, han permitido demostrar
experimentalmente que la expresion de loci “inactivos”
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Figura 4. Niveles de expresion de tres genes ligados al cromosoma X (PGKI, POLA 1y
OCRL) en relacion a la expresion del gen ZFX que normalmente escapa a la inactivacion.

en el Xi, puede estar entre el 5%-15% comparado con
el activo (34). De ahi que las diferencias observadas en
POLAI, PGKI, OCRL y ZFX en transfectadas y no-
transfectadas con anti-BRCA1, constituyan evidencia a
la hipétesis de que cambios cuantitativos en la expre-
sion de BRCAI, puede conllevar a cambios cuantitati-
vos en la expresion de genes ligados al X.

En otros estudios en los que se usaron modelos invitro,
un analisis sistematico de transcriptos ligados al X pre-
dijo que cerca del 15% de los genes del cromosoma X
humano escapan a la inactivacion pero con expresividad
variable. En ratones se ha reportado que solo unos po-
cos genes escapan a la inactivacion; y el descubrimiento
de diferencias en el estado de inactivacion de muchos
de ellos en una region conservada entre el cromosoma
X humano y el de ratén, se ha tomado como evidencia
para explicar que el cromosoma X de raton es pobre en
genes que escapan a la inactivacion (34).

En conclusién, a través de un enfoque metodologico
alterno, empleando shRNA-anti-BRCA1 y su relacion
con la XCI, apoya las interpretaciones de Ganesan y co-
laboradores (2002) y Silver y colaboradoes (2007), ya
que cuando BRCA1 fue depletado por RNAI en células
HeLa, la expresion de los genes ligados al Xi aumento
al compararla con su expresion en células HeLa no de-
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pletadas. Ello apoyaria la hipotesis de que BRCA1 esta
involucrada en el remodelamiento de la cromatina del
cromosoma X que se “inactiva”, y por ende, la interfe-
rencia de la produccion de la proteina BRCA1 genera
un aumento en la expresion de genes ligados al cromo-
soma X inactivo.

De corroborarse estos hallazgos, tendrian implicaciones
biologicas basicas y practicas interesantes. De un lado
la proteina autosdémica BRCA1 podria estar participan-
do en el complejo proceso de silenciamiento génico y
remodelacion de la cromatina Xi, permitiendo la expre-
sion de genes que se encuentran en zonas habitualmente
inactivas. Y en lo practico/clinico, cabria pensar que en
tumores de mama (y otros tipos de canceres), BRCAL1
tendria otras funciones fundamentales en el desarrollo
de la oncogénesis mamaria.
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