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Resumen:

El Retinoblastoma es un cancer infantil causado por una mutacion en el gen RB1, que desregula la
actividad de la proteina RB, la cual esta implicada en el correcto funcionamiento del ciclo celular.
Mutaciones en RB7 ocasionan la formacién de retinomas y eventualmente, la proliferacion
descontrolada de células en la retina. La forma mas comun de deteccidn de tumores de
Retinoblastoma es mediante la presencia de un reflejo blanco en el ojo (leucocoria) y en algunos
casos, el estrabismo. Esta forma de diagndstico generalmente implica una deteccidn tardia del
cancer y, por lo tanto, un aumento del riesgo de invasion incurable del ojo, pérdida de la vista o
incluso la muerte.

Nuestro grupo de investigacion observé un perfil protedmico en lagrimas de pacientes
diagnosticados con Retinoblastoma que se compard con un grupo control. Después de realizar
analisis bioestadisticos y bioinformaticos, se detectd un grupo de proteinas estadisticamente
relevantes que presentan una sobreexpresion en lagrimas de pacientes con Retinoblastoma. Estas
proteinas se consideran potenciales biomarcadores y blancos terapéuticos, ademas de que su
estudio nos puede ayudar a comprender los mecanismos subyacentes al desarrollo de
Retinoblastoma u otros tipos de cancer. Se selecciond S100A9 de este grupo de proteinas
desreguladas, la cual se ha reportado como potencial biomarcador diagndstico y de prondstico en
diferentes tipos de cancer como cancer de mama, cancer gastrico, adenocarcinoma pulmonar,
entre otro.

En este trabajo se analizé el papel de S100A9 en procesos de viabilidad, proliferacion y
migracién celular en un modelo de carcinoma pulmonar H1299 con y sin la expresion de RB. Se
disefaron y validaron oligonucledtidos para amplificacion y clonacién del gen humano S100A9,
confirmando su correcta insercién en un plasmido recombinante (pcDNA 3.1) y su expresidon en
células H1299 mediante Western Blot y gPCR. La transfeccioén transitoria y la generacion de lineas
estables mostraron que la expresion de S100A9 se incrementa proporcionalmente a la cantidad de
plasmido transfectado, con un efecto diferencial entre células WTy RB -/-. Los ensayos de viabilidad
con tincién violeta revelaron una disminucion significativa del numero de colonias al aumentar los
niveles de S100A9, mientras que la sobreexpresion favorecié la proliferacién, confirmada por
ensayos colorimétricos de resazurina. En los ensayos de migracién, el aumento de S100A9 no
modificéd el comportamiento de células H1299 WT, pero la ausencia de RB potencid la migracion
celular.

En conjunto, los resultados sugieren que la sobreexpresién de S100A9, junto con la pérdida
de RB, podria contribuir a un fenotipo maligno caracterizado por mayor proliferacién y capacidad
migratoria, lo que aporta evidencia al posible rol de S100A9 como un biomarcador y modulador de
la oncogénesis en retinoblastoma.
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Introduccion:

Cancer

Las evidencias mas antiguas de cancer en fosiles humanos datan de hace
aproximadamente un millon de anos, con un fragmento mandibular encontrado en el este
de Africa, el cual se creia podia ser una evidencia de linfoma de Burkitt de un ejemplar
pediatrico, debido a sus caracteristicas dentales observadas (Stathopoulos, 1975). En
estudios mas recientes, se sugirid0 que podria representar un sarcoma osteogénico
mandibular o un sarcoma no especifico (Halperin, 2004).

Las primeras descripciones de una lesion compatible con el cancer en la literatura médica
se remontan al siglo IV a.C., realizadas por el médico griego Hipdcrates, quien menciond
“lesiones ulcerosas cronicas, algunas veces endurecidas, que se desarrollan
progresivamentey sin control” (Hip6crates, 1988; Salaverry, 2013). Es en esta época cuando
también surge el origen etimoldgico de la palabra “cancer”, ya que se describié que la lesidn
“se expandia por los tejidos semejando a las patas de un cangrejo” motivo por el cual se
denominaron “kapkivog” (karkinos), dandole un segundo significado a la palabra griega para
cangrejo. Esta palabra pasdé al latin como “cancer”, conservando ambos significados:
cangrejo y ulcera maligna (Salaverry, 2013).

Actualmente, el cancer se define como una enfermedad multifactorial en la que una clona
mutante de células comienza a prosperar a expensas de las células normales de su
alrededor. Estas células presentan un conjunto de caracteristicas que las definen: pueden
reproducirse sin las restricciones normales de crecimiento y division celular, ademas de
que tienen la capacidad de invadir y colonizar otros tejidos diferentes al de su origen
(Alberts, 2022).

Inicialmente, un grupo de células que crece y prolifera sin control se denomina tumor o
neoplasia. Si estas células no tienen la capacidad de invadir tejidos, se conoce como tumor
benigno. En cambio, si adquieren capacidad de invadir tejido circundante se clasifican
como tumores malignos o cancer. Si, ademas, estas células acceden al torrente sanguineo
y forman tumores secundarios en otras partes del cuerpo, se les denomina metastasicos.
Esta ultima propiedad representa una de las principales causas de mortalidad en pacientes
diagnosticados con cancer, ya que la invasiéon y colonizacion de érganos vitales puede
provocar fallos multiorganicos (Alberts, 2022).

Uno de los eventos moleculares clave que favorecen la transformacién maligna de las
células es la desregulacion del ciclo celular, ya que los puntos de control de crecimiento y
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proliferacidon celular se ven alterados (Matthews et al., 2022). En condiciones fisioldgicas
normales, este ciclo esta regulado por una red de proteinas como las ciclinas, las quinasas
dependientes de ciclinas (CDK’s), y los supresores tumorales p53 y RB, que trabajan en
conjunto para asegurar una transicion ordenada entre fases del ciclo, asi como pausas
cuando se detecta dafio al DNA (Vermeulen etal., 2003). En células cancerigenas, la
mutacion o el silenciamiento epigenético de estos componentes permiten una proliferacién
descontrolada: por ejemplo, p53 puede perder la capacidad de inducir a p21, una proteina
que bloquea a las CDK’s, y RB es hiperfosforilado por estas quinasas, permitiendo la
liberacién de E2F para activar genes de la progresion del ciclo celular (Engeland, 2022). Esta
desregulacion no sélo favorece la proliferacion celular, sino que ademas involucra la
evasion de la muerte celular o lainvasion de tejidos circundantes, caracteristicas distintivas
del cancer.

Ciclo Celular

En organismos eucariotas, la divisidon celular esta regulada por una red de mecanismos
moleculares, puntos de controly sefales bioquimicas que aseguran que no existan errores
antes de permitir que la célula atraviese el ciclo celular y se divida (Matthews et al., 2022).
De manera general, el ciclo celular se describe como el proceso durante el cual una célula
duplica su material genético durante una interfase, para luego dividirse en la fase de mitosis,
dando origen a dos células hijas genéticamente idénticas.

Los principales eventos de este ciclo son lareplicacion del DNAYy la segregacion del material
genético duplicado, los cuales ocurren en momentos distintos. Lareplicaciéon del DNAtiene
lugar especificamente en la fase S de la interfase, mientras que la separacion de los
cromosomas duplicados ocurre durante la mitosis o fase M. Ademas, existen dos fases
intermedias criticas: G1 (antes de la fase S) y G2 (posterior a lafase S). Estas fases cumplen
funciones cruciales para la regulacion del ciclo celular; en G1 la célula evalua condiciones
celulares para decidir si entrar al ciclo, mientras que en G2, se evalla la decision de iniciar
el proceso de segregacion de cromosomas (Matthews et al., 2022). Cada una de estas fases
actuan como punto de control funcional, en el cual las células evaluan si las condiciones
son adecuadas para continuar o detener su ciclo proliferativo.

En la fase G1, las células meditan la decision de comprometerse con el inicio de la
replicacion del DNA para entrar en el ciclo celular o en cambio, mantenerse en etapa G1.
Ademas, en este momento las células pueden salir de la etapa G1 hacia un estado no
proliferativo conocido como quiescencia (o GO0), en la cual conservan la capacidad de
regresar al ciclo celular y reanudar la proliferacidon en respuesta a ciertos estimulos (Aguayo
2020; Matthews et al. 2022). Unavez completada la replicacion del DNA, existe una segunda
ventana de decision, llamada fase G2, en la cual las células determinan si proceder a la fase
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M e iniciar la condensacion de la cromatina y el alineamiento cromosémico, conduciendo a
la segregacion del material genético (mitosis) y la distribucion del contenido celular en dos
células hijas (citoquinesis). Finalmente, en la fase M se concluye con el reinicio del ciclo
celular alinicio de la interfase (Matthews et al., 2022). Cada una de estas fases de decision
representan un punto en el que las alteraciones genéticas o regulatorias, pueden modificar
el control normal del ciclo celular, favoreciendo el desarrollo del cancer.

En este contexto de ventanas de decisién del ciclo celular, un elemento central en la
regulacién de las transiciones fase a fase son las quinasas dependientes de ciclinas (CDK’s,
por sus siglas en inglés). Las CDK’s constituyen una familia de quinasas serina/treonina
cuya actividad es crucial para el avance ordenado del ciclo celular (Lukasik et al., 2021). En
células eucariotas, se conocen al menos 20 miembros del grupo CDK, de las cuales CDK1,
CDK2, CDK3, CDK4 y CDK6 estan directamente implicadas en la regulaciéon de las
transiciones del ciclo celular (Juric & Murphy, 2020).

Estas quinasas requieren asociarse con moléculas reguladoras llamadas ciclinas,
formando complejos activos con las CDK’s que fosforilan sustratos especificos para
impulsar la progresiéon del ciclo celular. Por ejemplo, los complejos CDK4/6-ciclina D y
CDK2-ciclina E promueven la transicion desde G1 hacia S, mientras que CDK1-ciclina B
regula la entrada a la mitosis (Aleem & Arceci, 2015; Ding et al., 2020). De esta manera, las
CDK'’s operan como puntos clave de las ventanas de oportunidad del ciclo celular donde
pueden activarse o inhibirse bajo sefiales internas (como dafo al DNA) o externas (como
factores de crecimiento), asegurando que las células progresen en el ciclo sélo si se
cumplen estos controles regulatorios (Duronio & Xiong, 2013; Wang, 2021; Kciuk et al.,
2022).

Cuando estos mecanismos fallan, como ocurre con la pérdida funcional de p53, que impide
la activacion de p21y su capacidad para inhibir a las CDK’s; o por la inactivacion de RB, que
deja libre al factor de transcripcién E2F, las CDK’s pueden permanecer activas incluso en
presencia de sefales de dafo genotéxico, contribuyendo asi al avance no regulado del ciclo
celular y al desarrollo de cancer (Sherr & Mccormick, 2002; Narasimha et al., 2014; Mansilla et
al., 2020).

Alteraciones Funcionales Adquiridas en Células Cancerosas: Proliferacion,
Migraciony Viabilidad

La pérdida de control en la actividad de las quinasas dependientes de ciclinas (CDK’S),
derivada de alteraciones en supresores tumorales como p53 y RB, representa una de las

bases moleculares mas ampliamente descritas en la desregulacién del ciclo celular en el
cancer. Sin embargo, esta pérdida de regulacién del ciclo no sélo conduce a una
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proliferacidon descontrolada, sino que también facilita la adquisicién de otras propiedades
celulares andmalas asociadas con la progresion tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011). Entre
ellas, la capacidad aumentada de migracion, que permite la invasiéon de tejidos vecinos; la
resistencia a sefales de muerte celular programada, que contribuyen a la viabilidad
prolongada de las células tumorales; y la hiperproliferaciéon, que resulta del
desacoplamiento entre sefiales de crecimiento y mecanismos de control intracelular. Estas
caracteristicas reflejan una transformacién celular profunda que permite a las células
cancerigenas sobrevivir, adaptarse y expandirse mas alld de sus limites fisioldgicos
normales (Markert et al., 2012). Por estas razones, el estudio detallado de la proliferacién,
la viabilidad y la migracidn celular en contextos tumorales no sélo permite caracterizar el
comportamiento biolégico en el cancer, sino que también contribuye a identificar posibles
objetivos terapéuticos.

Proliferacion

La proliferacién celular es el proceso por el cual las células se replican y dividen, dando
lugar a nuevas células (Wood et al., 2015). En el contexto tumoral, este mecanismo se
encuentra alterado, permitiendo el crecimiento descontrolado y contribuyendo a la
proliferaciéon tumoral (Van Diest et al., 2004). El estudio de la proliferaciéon es fundamental
tanto para caracterizar el comportamiento bioldgico del cancer como para evaluar su
evolucion clinica. Para cuantificar esta caracteristica, se emplean métodos como la
incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU) o ensayos colorimétricos en cultivos como MTT
o Resazurina (Van Diest et al., 2004; Stockert et al., 2018; Gong et al., 2020). Por ejemplo,
en estudios de osteosarcoma, la reduccidon de la proteina S100A9 mediante siRNA
incremento los inhibidores del ciclo celular p21y p27, lo que resultd en la inactivacion de
CDK2 y CDK4, deteniendo el ciclo celular, evidenciando una relacion directa entre S100A9
y la regulacioén de la proliferacién celular via CDK’s (Cheng et al., 2016).

Por lo tanto, el analisis de la proliferacién celular resulta esencial no solo para entender los
mecanismos que impulsan el crecimiento tumoral, sino también para caracterizar el
comportamiento maligno de las células cancerigenas y evaluar el potencial terapéutico de
blancos moleculares involucrados en la regulacion del ciclo celular.

Migracion

La migracion celular se define como la capacidad de las células para moverse activamente
del lugar donde se origina hacia otros sitios, efecto que esta detras de procesos fisioldgicos
como la cicatrizacién o laembriogénesis (Justus et al., 2014; Zha et al., 2019). En el contexto
delcancer, este proceso se encuentra desregulado por células tumorales, lo que les permite

invadir tejidos vecinos, atravesar barreras tisulares y eventualmente colonizar organos
distantes (Friedl & Wolf, 2003).
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Para estudiar la migracidon celular se emplean ensayos funcionales como el “wound
healing” o “scracth assay” que permiten cuantificar la capacidad migratoria en respuesta a
estimulos o tratamientos. En un estudio de cancer de cuello uterino, la sobreexpresion de
S100A9 promovié la migracion de células HeLay SiHa mediante lainduccién del proceso de
transicion epitelio-mesenquimal (EMT) (Zha et al., 2019). De manera similar, en células de
carcinoma gastrico, los homodimeros S100A8/9 estimularon significativamente la
migracion e invasion, a través de la activacion de rutas como p38 MAPKy Nf-k (Kwon et al.,
2013).

Debido a este tipo de estudios, el analisis de la migracién celular permite comprender
mecanismos que facilitan la invasion tumoraly la identificaciéon de marcadores funcionales
de agresividad y posibles blancos terapéuticos involucrados en la expansion de células
cancerigenas.

Viabilidad

La viabilidad celular se refiere a la capacidad de las células para sobrevivir y mantener
funciones vitales bajo condiciones experimentales o patolégicas (Feoktistova et al., 2016a).
En cancer, la viabilidad anormalmente alta permite que las células tumorales resistan
estimulos adversos, como dano al DNA, estrés metabdlico, o quimioterapia, contribuyendo
a la progresion y resistencia tumoral (Tang etal., 2022). Para evaluar la viabilidad, se
emplean métodos como ensayos colorimétricos con MTT o también ensayos de

fluorescencia (Flow cytometry) con colorantes que indican la viabilidad mediante el analisis
de formacion de colonias (Feoktistova et al., 2016; Ghasemi et al., 2021).

Diversos estudios de viabilidad han demostrado que la reduccion de S100A9 en lineas
celulares tumorales conduce a una disminucién significativa de la viabilidad celular. Por
ejemplo, el estudio de Cheng et al., mostré que la inhibicion de S1T00A9 mediante siRNA en
carcinoma nasofaringeo (NPC), redujo la viabilidad medida por CCK-8 y la formacién de
colonias (Chenget al., 2016). En otro estudio, Shabani et al. mostré que, en cancer gastrico,
el tratamiento con el dimero S100A8/9 indujo la reduccién de la viabilidad celular
dependiente de la concentracién, posiblemente debido a la alteracidn las vias Bax/Bcl-2 y
ERK2, indicando un papel en la activacion de apoptosis (Shabani et al., 2020).

El estudio de la viabilidad celular resulta fundamental para caracterizar el grado de
adaptacion y supervivencia de las células tumorales frente a condiciones adversas,
permitiendo identificar mecanismos de resistencia terapéutica y validar blancos
moleculares que sustentan el comportamiento maligno.

~14 ~



Oncogénesis

Durante la oncogénesis, las células transformadas adquieren simultaneamente multiples
capacidades malignas, entre ellas la proliferacién descontrolada, la migracién e invasividad
y la resistencia a sefales de muerte celular, lo cual promueve su evolucién hacia tumores
agresivos y metastasicos (Markert et al., 2012).

Primero, la proliferacién sostenida permite la expansion clonal inicial del tumor, pero
también genera estrés en la replicaciéon del DNA, lo que induce la inestabilidad gendmicay
selecciona subpoblaciones resistentes y adaptativas, impulsando asi la progresion
tumoral. A continuacién, la remodelacion tisular, incluyendo a la migracién y la invasion,
permite la diseminacién de las células cancerigenas, aumentando las probabilidades de
colonizar nuevos tejidos, lo que esta directamente asociado con la mortalidad del cancer
en etapas avanzadas. Por ultimo, la viabilidad aumentada, manifestada como resistencia a
la apoptosis y adaptacién a condiciones adversas, es un requisito clave para que las células
metastasicas sobrevivan en entornos adversos y, ademas, resistan tratamientos, lo que
termina de consolidar un fenotipo maligno y peligroso (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por lo tanto, el estudio conjunto de estas caracteristicas destacan como puntos clave para
encontrar senales de aparicion de estados tumorales avanzados, marcados por
agresividad, resistencia terapéutica y prondsticos desfavorables.

Cancer pediatrico

Durante la oncogénesis pediatrica, el desarrollo de tumores infantiles esta marcado por la
adquisicion temprana de caracteristicas malignas como la proliferacion acelerada, la
capacidad migratoria invasiva y la viabilidad alterada y resistente a terapias (Davidoff,
2010).

Existen estudios como el de Yin et al., en el cual se demostré el efecto de un compuesto
llamado “gentiopicroside” en la viabilidad y la invasion de células de retinoblastoma (lineas
celulares Y79 y WERI-Rb1), observando una disminucion de la proliferaciéon y la inhibicidon
de la invasién tumoral (Yin et al., 2024). En el caso de leucemias infantiles como AML
(Leucemia Mieloide Aguda) y ALL (Leucemia Linfoide Aguda), se ha demostrado que los
niveles elevados de S100A9 promueven la viabilidad y la resistencia a tratamientos
mediante la modulacién de la apoptosis, el estrés oxidativo la supervivencia celular,
consolidando un microambiente tumoral resistente (Mondet et al., 2021).

El conjunto de informacidén generado por este tipo de estudios sobre las caracteristicas del
cancer pediatrico representa una oportunidad valiosa para comprender la oncogénesis en
enfermedades como el retinoblastoma y, ademas, permite la identificacién de posibles
marcadores oncoldgicos, como la proteina ST00A9.
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Retinoblastoma

El cancer de retina o Retinoblastoma es un cancer infantil causado por una mutacién en
ambos alelos del gen RB7, que ocurre en una célula de retina en desarrollo (Knudson, 1971;
Xu etal., 2014). Tras la delecién del gen RB7 (RB17") en una célula, se piensa que esta
prolifera hacia un retinoma que es un tipo de masa tumoral benigna; sin embargo, tras la
acumulacion de mutaciones genéticas, ocurre una inestabilidad gendmica que
desencadena una proliferacién descontrolada (Dimaras et al., 2008).

La manera mas comun de detectar Retinoblastoma es con la presencia de un reflejo blanco
visible a través de la pupila (leucocoria) y en ocasiones, esta acompanado por estrabismo
(Mendoza & Grossniklaus, 2015). Si se llega a detectar de manera temprana, el tratamiento
puede ayudar a conservar los ojos y la vista del paciente, asi como curar el cdncer. En el
caso contrario, un diagnéstico tardio puede llevar a la invasién incurable del nervio dpticoy
del cerebro, asi como la muerte del paciente (Dimaras et al., 2015a).

Epidemiologia

En la primera década del siglo XXI, se estimd que aproximadamente 8000 casos nuevos
anuales de Retinoblastoma emergen a nivel mundial (Kiveld, 2009). Junto a esto, los
estudios epidemioldgicos mostraban una diferencia en la incidencia de casos de
Retinoblastoma en diferentes zonas geograficas del mundo, entre ellas, Japén con una
incidencia de 8.3 casos por cada mil nacimientos, Latino América con 20 casos por cada
mil nifios o Africa con 34 casos por cada mil nifios (Kivela, 2009).

También, se estimé que la tasa de mortalidad de Retinoblastoma es de 3000 a 3700
pacientes fallecidos anualmente, pero este numero puede ser disminuido a 400 muertes
anuales si se alcanzaran los niveles de supervivencia mundial que existen en Europa o Japdén
(Kivela, 2009). Esto se podria lograr si se aumenta el nivel de conocimiento de la poblacion
acerca de Retinoblastoma mediante proyectos educativos sobre la enfermedad y la
disminucidén del abandono del tratamiento (Kivela, 2009). Existe ademas una diferencia en
el tratamiento disponible dependiendo del nivel socioecondmico del pais, asociandose el
bajo nivel econémico de un pais con la poca supervivencia del paciente (Dimaras et al.,
2015a).

En México, el Retinoblastoma podria ser la segunda causa mas frecuente de tumores
solidos en pacientes pediatricos sin embargo no existen datos de registros suficientes en el
pais. La deteccidn suele ser en etapas avanzadas (Leal-Leal et al., 2004), siendo el signo
mas frecuente la leucocoria (86%) seguido del estrabismo (24%) (Asencio-Lépez et al.,
2015), por lo que es necesaria la creacién de métodos de deteccidon temprana para
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disminuir el niumero de pacientes con enfermedades oculares avanzadas y evitar
tratamientos agresivos como la enucleacion o la quimioterapia.

Actualmente, se requiere del seguimiento de indicadores clinicos a nivel nacional, como la
tasa de supervivencia o el abandono de la terapia contra el cancer, para conocer el avance
en el tratamiento de Retinoblastoma, asi como es necesario combatir la falta de
investigacion y las desigualdades en el acceso a tratamientos para mejorar la calidad de
vida de los pacientes mexicanos (Garza-Garza et al., 2020).

RB1

El gen de susceptibilidad de Retinoblastoma o RB7 fue el primer supresor tumoral
identificado (Friend, 1986). Se encuentra en el cromosoma 13g14 (Cavenee, 1983), cuenta
con 27 exonesy tiene un tamano de 180 kb; este gen codifica para la proteina RB, de un peso
de 110 kDa (Mendoza & Grossniklaus, 2015) .

De acuerdo con el modelo de Knudson, existen eventos mutacionales que llevan al
desarrollo de una célula retinal que induce formacién tumoral llamado “Two-Hit
Hypothesis”, en la cual se explican los origenes de la forma hereditaria y no hereditaria del
Retinoblastoma. En esta hipdtesis, un paciente hereda una mutacién de linea germinal o
gametos (primer “hit”) seguido de una mutacién somatica adquirida durante el desarrollo
de la retina (segundo “hit”). En el caso de la forma no hereditaria, hay dos mutaciones
distintas que se dan en ambos alelos del gen de Retinoblastoma en células somaticas
particularmente en la retina en desarrollo (Knudson, 1971).

Proteina RB

La proteina RB se compone de 928 aminoacidos y es una reguladora de la progresion del
ciclo celular. Su estructura consiste en una regién N-terminal, un dominio central “pocket”
y una region C-terminal (Mendoza & Grossniklaus, 2015). La actividad mas conocida de RB es
la restriccion de la division celular mediante su unidn a factores de transcripcion de la
familia E2F (C. Lee et al., 2002), previniendo la unién de estos a sus elementos de respuesta
en el DNAy evitando asi la transicion de fase G1 a la fase S del ciclo celular (Dimaras et al.,
2015a).

En el caso de Retinoblastoma, la mutacion de RB17 lleva a una desregulacion de la proteina
RB o su ausencia, lo cual permite una actividad constante de E2F y, por lo tanto, la continua
progresion del ciclo celular y la eventual formaciéon de tumores (Mendoza & Grossniklaus,
2015).
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Clasificacion de Retinoblastoma

Actualmente se clasifica el estadio de Retinoblastoma usando la Clasificacion
Internacional de Retinoblastoma Intraocular (o /IRC, por sus siglas en inglés), la cual los
clasifica en grupos desde A hasta E, siendo este ultimo el de los casos mas severos
(Murphree, 2005). En el grupo A, de muy bajo riesgo, se encuentran los tumores discretos
menores a 3 mm; Grupo B, de bajo riesgo, presenta tumores discretos de cualquier tamafo
y no presentan siembras sub retinales o de humor vitreo; Grupo C, de riesgo moderado, son
aquellos ojos que presentan siembras sub retinales y en humor vitreo, ademas de tumores
discretos de cualquier tamano y ubicaciéon; Grupo D, de alto riesgo, presenta ojos con
siembras difusas en humor vitreo o en areas sub retinales, ademas de enfermedades
endofiticas o exofiticas; Grupo E, o grupo con ojos de muy alto riesgo, que presentan
destrucciéon anatdmica causada por el tumor, glaucoma neovascular irreversible,
hemorragias masivas intraoculares, celulitis orbital aséptica, tumor anterior vitreo, tumor
en contacto con el lente ocular, Retinoblastoma con infiltracién por difusion y “phthisis”
(Murphree, 2005).

Diagndstico

El diagndstico de Retinoblastoma se da por signos clinicamente detectables, tales como
leucocoria, estrabismo, cambio de color de iris, alargamiento de cdérnea o del ojo por
cambios de presion interna, inflamacion orbital y en casos muy avanzados,
desprendimiento del ojo de su érbita (Gallie et al., 2012).

El diagnéstico histopatoldgico es evitado a toda costa debido a que la realizacién de
biopsias del tumor puede aumentar el riesgo de metastasis (Karcioglu, 2000), aunque
existen mas formas de detectarlo como oftalmoscopia realizada por un especialista,
ultrasonografia ocular, MRl o escaneo de CT (Dimaras et al., 2015a). Sin embargo, aln con
esos estudios, el diagndéstico se puede confundir con otras enfermedades oculares como la
enfermedad de Coats o la persistencia de la vasculatura fetal (Maki et al., 2009).

Tratamiento de Retinoblastoma

El tratamiento de Retinoblastoma depende en gran medida del diagndstico, asi como del
estado en que se encuentre el 0jo opuesto, la salud y las circunstancias socioecondmicas
del paciente (Dimaras et al., 2015a). Se puede escoger entre dos tipos de tratamientos, uno
primario, el cual se basa en la supervivencia del paciente, la preservacion de su ojo y su
vista, sopesada contra las complicaciones del tratamiento a corto y largo plazo, asi como
un tratamiento secundario basado en cambiar el plan inicial cuando este fallé en preservar
elojo (Dimaras et al., 2015a).
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Los tratamientos primarios incluyen la enucleaciéon, quimioterapia intravenosa (IVC) o
terapia focal usando laser o crioterapias (Dimaras et al., 2015a). Sabemos ademas que
pacientes de Retinoblastoma a los cuales se les enucleé ambos ojos, llevan una vida activa
debido al tratamiento temprano en sus infancias. Para el caso de las terapias de segunda
linea, se incluyen tratamientos de terapias focales, quimioterapia sistematica, IAC,
radioterapia interna y radiacion de protones al ojo (Dimaras et al., 2015a).

Actualmente, el tratamiento mas utilizado es la enucleacién (Mallipatna et al., 2009), ya que
la mayoria de los nifos que no tienen historia familiar de Retinoblastoma, son
diagnosticados en las etapas mas tardias del cancer (etapas D y E). Por esta razdn, es
imperativo la deteccién temprana de Retinoblastoma que no involucre los sintomas de una
enfermedad tan avanzada.

Biomarcadores

Eltérmino biomarcador se refiere a una categoria de senales médicas objetivas que pueden
ser medidas de manera precisay son reproducibles. También se define como una sustancia,
estructura o proceso que puede ser medido en el cuerpo y que ayuda a la prediccidon de la
incidencia o el pronéstico de una enfermedad. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), casi cualquier medida que refleje una interaccién entre sistemas bioldgicos y un
potencial peligro quimico, fisico o biolégico puede ser un biomarcador, asi como esta
medida puede ser un indicador del funcionamiento fisiolégico correcto a nivel celular o
molecular. Ademas, los biomarcadores se presentan como variables que indican la salud
de un paciente y su prondstico de manera independiente de la percepcién del paciente
(Strimbu & Tavel, 2010).

Existen biomarcadores de cancer, los cuales pueden funcionar como indicadores del riesgo
y ocurrencia del cancer, asi como del pronéstico del paciente. Estos biomarcadores pueden
ser celulares o fisiolégicos y algunos de ellos estan basados en biomoléculas encontradas
en tejidos o fluidos corporales producidas por células cancerigenas o por células normales
en respuesta a cancer.

El uso de pruebas de biomarcadores en cancer involucra la caracterizacidon de tumores o
fluidos corporales para detectar cambios en el DNA, RNA, proteinas u otras biomoléculas
que den informacién acerca del diagndstico correcto del cancer, de la prognosis, del
tratamiento a seguir, de la respuesta a medicamentos a usar o incluso como monitoreo de
la enfermedad (Sarhadi & Armengol, 2022).

En nuestro grupo de investigacidon se realizé un estudio de protedmica en lagrima de
pacientes de Retinoblastoma comparadas contra lagrimas de pacientes control sanosy tras
un analisis mediante espectrometria de masas (DIA-MS), se identificaron proteinas
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desreguladas en este cancer. Se encontraron un total de 145 proteinas exclusivas de
lagrimas de pacientes con Retinoblastoma, con una marcada diferencia de expresién en
comparacion con los pacientes control. Una de estas proteinas es S100A9, la cual se
encuentra 5 veces sobreexpresada en comparacidon con un grupo control, destacando
como un posible biomarcador para la deteccién de Retinoblastoma usando lagrimas como
punto de partida (Rodriguez, 2022). Ademas de esto, debido a sus implicaciones en otras
enfermedades, S100A9 podria implicar un blanco terapéutico a estudiar debido a las
distintas vias en las que se ha reportado su presencia.

S100A9

S100A9 es una proteina de unién a calcio perteneciente a la familia de proteinas S100
(Marenholz etal., 2006). Estd conformada por dos sitios de unién a calcio, uno de alta
afinidad ubicado en su C-terminal y uno de baja afinidad en su N-terminal. El sitio de alta
afinidad es conocido por tener la forma de una “mano humana”, por lo tanto, su
clasificacion como proteina “EF-hand” (Chazin, 2011; Markowitz & Carson, 2013a).

También se le conoce como “MRP-14” (“myeloid related protein of molecular weigth 14kDa”)
o “MRP (“migration inhibitory factor related protein”) de peso molecular 14 kDa” (Markowitz
& Carson, 2013a) pero actualmente su nombre esta dado por pertenecer a la familia de
proteinas S100, el cual se origina porque estas proteinas son 100% solubles en sulfato de
amonio (Moore, 1965).

Se ha reportado que la localizacién de ST00A9 varia en funcién del tipo celular y del tipo de
padecimiento estudiado, estando presente en células mieloides, células cancerigenas o en
estroma de tumor. En relacidén con cancer, se han reportado macrofagos que expresan
heterodimeros S100A8/S100A9 en sitios de inflamacion en diferentes células de cancer,
tales como adenocarcinoma de pancreas, de pulmén o de mama (Kurata et al., 2005). Esto
apunta a que hay una correlacion de los niveles de ST00A9 en centros de inflamacion en
diferentes tipos de cancer (Markowitz & Carson, 2013). Ademas, se ha sugerido el uso de
S100A9 como un biomarcador de metastasis en pacientes de neuroblastoma (X. Chen
etal., 2021).

Existe una regulacién desconocida de S100A9 que involucra su participacién en distintos
mecanismos celulares como la diferenciacién, la proliferaciony la apoptosis celular, la cual
no se haabarcado en sutotalidady que implica mecanismos nuevos por los cuales distintos
tipos de cancer burlen a distintos mecanismos que buscan controlarlos.

S100A9y la desdiferenciacioén celular en cancer

La diferenciacion celular es un proceso altamente regulado que ayuda a preservar la
integridad de diferentes tejidos en organismos vivos. Existen mecanismos que ayudan a
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balancear la muerte celulary la proliferacidon para preservar el orden natural de los tejidos
(Sanchez Alvarado & Yamanaka, 2014).

En el caso de un tumor cancerigeno, existe un fenédmeno de heterogeneidad gendmica, la
cual puede causar diferentes estados de desdiferenciacidon en cancer, implicando que
podemos encontrar variaciones fenotipicas en un mismo tumor (heterogeneidad
intratumoral) o entre tumores de un mismo tipo de cancer (heterogeneidad intertumoral)
(Friedmann-Morvinski & Verma, 2014). Este tipo de desdiferenciacién puede llevar a que las
células de un tumor progresen de una manera mas agresiva que en otros tipos de cancery
este proceso puede serimpulsados por factores de transcripcion particulares de cada tejido
des diferenciado.

En el caso de S100A9, se han reportado diferentes niveles de expresiéon asociadas a la
desdiferenciacion de distintos tipos de cancer (Chen et al., 2014). El grupo de Kong JP et al.
reportan que la pérdida de expresion de S100A9 en carcinoma de células escamosas de
esofago causa una desdiferenciacion de estas células (Jian-Ping Kong, 2023). Por otro lado,
el grupo de Arai et al., han reportado que la sobreexpresién de ST00A9 en adenocarcinoma
de pulmdn, asi como la coexpresion de ST00A9 con ST100A8 en carcinoma ductal invasivo
de mama, causan la desdiferenciacion celular de ambos (Arai et al., 2008). En concordancia
con estos hallazgos, Charan et al. (2025) sugirieron que la sobreexpresién de S100A9 podria
contribuir a un estado celular menos diferenciado, ya que las alteraciones metabdlicasy la
resistencia al estrés oxidativo observadas en SCLC son caracteristicas comunes en células
tumorales con fenotipos alterados o con transicién epitelio-mesénquima (EMT) parcial
(Charan et al., 2025).

Estos descubrimientosy las diferentes condiciones en las que se llega a un mismo resultado
remarcan el potencial que tiene ST00A9 como blanco terapéutico y su posible implicacién
en distintas vias regulatorias en el cancer.

S100A9y la proliferacion celular en cancer

De acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer, la proliferacion celular se refiere al
incremento del numero de células como resultado del crecimiento y la divisién celular. En
tejido normal, el crecimiento celular esta altamente regulado, algo que se pierde en células
tumorales y esta pérdida del control contribuye tanto a la tumorogénesis como a la
metastasis en cancer (Feitelson et al., 2015).

Actualmente, se han reportado un par de vias en las que S100A9 tiene un papel en la
regulacién de respuestas de diferenciacién y proliferacion celular (Chen et al., 2014). Este
papel esta dado por la interaccion de S100A9 como homodimero con el receptor RAGE o
“Receptor for Advance Glycation End Products”, el cual activa las vias de las Quinasas MAP
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(Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) y la via de NF-kB (Fig. 1). La primera esta
relacionada con la activacion de factores de transcripcién de diferenciacion, proliferaciony
supervivencia celular, mientras que la segunda esta involucrada con la activacién de
factores de transcripcion de genes de respuesta inflamatoria, inhibidores de apoptosis y de
respuesta inmune (Chang et al., 2016).

S100A9

j,

g

S100A9

RAG

(ERK1/2)

v

5 ERK1/2 3 ( NF-ig )
RYZNYZ N7 N7 N7

Factores de Transcipcion de: Factores de Transcipcion de
« Diferenciacién celular * Respuesta inflamatoria

+ Proliferacion celular + Inhibidores de apoptosis

+ Supervivencia celular + Respuestas Inmunes

Figura 1: ST00A9 tiene actividad extracelular de activacion de receptores RAGE (Receptor for Advance Glycation End
Products), los cuales activan cascadas de senalizacién que activan la via de las Quinasas MAPs y la via de Nf-KB, las cuales
estan involucradas en la diferenciacion celular o en respuestas inflamatorias (Chang et al., 2016).

El equipo de Charan et al. (2025) confirmé experimentalmente este efecto en modelos de
cancer de pulmoén de células pequenas, mostrando que la disminucién de S100A9
mediante shRNA reduce drasticamente la proliferaciéon in vivo, mientras que su
sobreexpresion activa Akt y suprime GSK3a/f, incrementando la viabilidad tumoral y la
resistencia celular al estrés (Fig. 2).

Estos resultados consolidan la funcién pro-poliferativa de S100A9 descrita en estudios
previosy sugieren una posible convergencia entre la sefalizacién mediada por RAGE y la via
Akt/GSK-3/Snail.
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Figura 2: Mecanismo de activacion propuesto por Charan et al. de la transicion MET activada por ST00A9 mediante RAGE
y las vias Akt-Gsk-3B-Snail (Charan et al., 2025).

S100A9y la apoptosis en cancer

La apoptosis es una muerte celular programada que involucra la eliminacidon de células
mediante un mecanismo de activacidon genético. Esta ocurre de manera normal durante el
desarrollo y crecimiento de un organismo y tiene distintos propésitos que van desde
mantener la poblacion celular en un tejido hasta la defensa inmune contra células danadas
por alguna enfermedad o agente toxico (Elmore, 2007).

En cancer, hay una pérdida del balance que existe entre la division celular y las células que
deberian haber muerto, que no recibieron las sefales para entrar en apoptosis, lo cual
puede suceder por una gran variedad de razones. Una de estas, es la desregulaciéon de p53,
el cual es el principal supresor tumoral y su inactivacién esta relacionada con una gran
proporcién de canceres humanos (Wong, 2011).

Se ha reportado que p53 es un factor de transcripcion que transactiva el gen de S100A9
ademas de que se ha relacionado su expresiéon con la induccién de apoptosis dependiente
de p53 en condiciones de estrés genotoéxico (Fig. 3) (Li et al., 2009). A pesar de esto, no se ha
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reportado cual es el mecanismo por el cual ST00A9 una vez sobreexpresado, induce vias de
apoptosis.

Dado que la activacion de Akt y la inhibicion de GSK-3a/B descritas por Charan et al. (2025)
también son vias conocidas por su capacidad de suprimir la apoptosis dependiente de p583,
estos hallazgos podrian explicar porque S100A9, a pesar de estar inducido por p53 en
algunos contextos, puede ejercer efectos antiapoptéticos en tumores con desregulacion
del eje p53/RB (S. H. Lee et al., 2009; Charan et al., 2025).

Produccon de ROS «------- ;

Activacion de PP, ,
Caspasas ;
8 S100A9

|

S100A9 8 tt

Apoptosis e

Dafio al DNA p53

ps3 — S100A9
m Estabilizacién @: %‘

Figura 3: p53 es un factor de transcripcion directo del gen de ST100A9 y juntos promueven la apoptosis celular en
condiciones de estrés genotoxico. Las posibles vias por las que ST00A9 contribuye a la apoptosis no son claras hasta el
momento (Li et al., 2009).

S100A9 en Retinoblastoma

Actualmente no hay un estudio que relacione los niveles de expresion de S100A9 con la
presencia de Retinoblastoma. Esto resalta la necesidad de enfocar el estudio de S100A9
como un posible biomarcadory la busqueda del mecanismo por el cual se sobreexpresa en
lagrimas de pacientes de Retinoblastoma.

El hecho de que se haya reportado la interaccion con receptores extracelulares en la via
RAGE, el papel de p53 en induccién de apoptosis y mas recientemente, la via Akt/GSK-
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3/Snail, amplia el panorama al demostrar que S100A9 puede coordinar respuestas de
supervivenciay remodelaciéon metabdlica incluso en ausencia de senales clasicas de p53 o
RB, lo que sugiere que su sobreexpresion en modelos de retinoblastoma - caracterizadas
por la pérdida de RB vy, la inactividad de p53 - podria conferir ventajas proliferativas y de
resistencia al estrés similares a las observadas en otros modelos cancerigenos (Fig. 3). La
linea celular H1299 RB -/- cumple con los preceptos anteriores por lo que se usara como
modelo de estudio.

Debido a laimportancia de S100A9 y de RB en la regulacion del ciclo celular, es necesario
entender si existe una relacion directa de ellas en cancer; ademas, la sobreexpresion de
S100A9 en retinoblastoma, podria sugerir una relacién entre la ausencia de funcién de RB
con el alza en la expresion de S100A9. Hasta ahora, la literatura carece de estudios
contundentes que aborden esta relacién desde un enfoque directo. Se ha demostrado que
S100A9 juega un papel importante en potenciar fenotipos oncogénicos en diversos
canceres, como el caso del trabajo experimental de Biswas A. et al., en el cual mostraron
que la expresion de S100A9 estd aumentada en un modelo cancer de pulmdén metastasico
mutado para EGFR (Biswas et al., 2022). El caso del trabajo de Rigiracciolo et al. en cancer
de mama triple negativo (TNBC) mostré que S100A9 en complejo con la proteina S100A8,
estimula la proliferacion y migracién via activacion del receptor RAGE, activando cascadas
de sefalizacién que involucran a las quinasas FAK y la via Hippo/YAP (Rigiracciolo et al.,
2022); el estudio de Zhong et al. en carcinoma hepatocelular, relaciona a S100A9 con la
actividad mitocondrial aumentada y el aumento de la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS), procesos que contribuyen a las habilidades proliferativas y migratorias de
células cancerigenas. Adicionalmente, el trabajo de Charan et al. (2025) aporta evidencia
funcional complementaria: en cancer de pulmén de células pequenas (SCLC), muestra que
S100A9 activa la via Akt/GSK3a/B/Snail, promoviendo la supervivencia celular e inhibiendo
la autofagia via MAGE-AS, favoreciendo la proliferacion y migracion. La ausencia de S100A9
o su inhibicién reduce significativamente el crecimiento tumoral, la proliferacion, la
neovascularizacion y remodela el microambiente inmunitario (Charan etal., 2025). Sin
embargo, en ninguno de estos estudios se explora la relacién con el supresor de tumores
RB.

La principal relacion documentada entre ST00A9 y mecanismos regulatorios que implican
a RB, corresponde a la influencia de S100A9 sobre la actividad de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDK’s). En particular, los estudios de Khammanivong et al.,
revelan que S100A9 (en conjunto con S100A8), regula la progresiéon del ciclo celular en
modelos de carcinoma oral de células escamosas y en osteosarcoma, al modular eventos
de fosforilacién y alterando la expresién de inhibidores de CDK’s como p21 y p27
(Khammanivong et al., 2013). Ademas, en el trabajo de Zhang et al. en un modelo de células
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mamarias epiteliales, mostraron una relacion entre el silenciamiento de S100A9 vy la
regulacién negativa de CDK’s (CDK1 y CDK2) y de la ciclina D1, sugiriendo que S100A9
ejerce un efecto regulatorio positivo en la progresiéon del ciclo celular. Estos estudios
sugieren que S100A9 tiene un papel modulador de proteinas reguladoras del ciclo celular,
influenciando la proliferacion de células cancerigenas a través de sus efectos en la
actividad de las CDK’s.

Sin embargo, al considerar la pregunta especifica de si S100A9 tiene un efecto directo en la
actividad de CDK’s y consecuentemente el estado de fosforilacién de RB (reguladora clave
de la transicién de fase G1/S), la evidencia actual en la literatura no es tan extensa como la
de sus papeles individuales. Si conocemos que S100A9 es un potenciador de la
proliferacion celular y, ademas, la ausencia de RB significa division celular descontrolada,
el conjunto de ambos efectos implicaria la constante entrada a la mitosis por regulacion
positiva de CDK1/2Yy, por otro lado, la ausencia de RB, la constante activacion de genes de
proliferacion celular, potenciando aun mas los efectos proliferativos de células
cancerigenas.

Estos hallazgos sugieren que, en un contexto de ausencia de RB, la capacidad de S100A9
para promover supervivencia, migracidony angiogénesis podria estar potenciada a través de
una via Akt/GSK-3/Snail, complementaria o independiente de su efecto sobre las CDK'’s.
Esto refuerza el potencial de ST00A9 como un mediador clave de progresién tumoraly como
blanco terapéutico, especialmente en situaciones de disfuncién de supresores tumorales
como RB.
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Figura 3: Resumen de las interacciones intra y extracelulares en las que ST00A9 esta involucrada. Se remarca la ausencia
de informacion de algunos de estos mecanismos (Li et al., 2009; Chang et al., 2016; Charan et al., 2025).
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Hipotesis:
Si la proteina S100A9 es sobreexpresada en células de cancer de pulmén H1299, entonces
se inducira la viabilidad, la proliferacién y la migracion de éstas células.

Objetivo general:

Analizar los efectos de la expresion diferencial de ST00A9 sobre la dinamica celular en
células H1299 WTy H1299 RB .

Obijetivos especificos:

* Estudiar los efectos de la sobreexpresion de S100A9 sobre la viabilidad celular de
células H1299 WTy H1299 RB (-/-).

* Estudiar los efectos de la sobreexpresion de ST00A9 sobre la proliferacion celular de
células H1299 WTy H1299 RB (-/-).

* Estudiar los efectos de la sobreexpresion de ST00A9 sobre la dindmica de migracién
celular de células H1299 WT y H1299 RB (-/-).
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Metodologia

Disefio de oligonucleodtidos

El disefio de oligonucledétidos se realiza buscando la informacion de la secuencia de mRNA
en la base de datos de acceso abierto “National Library of Medicine: National Center for
Biotechnology Information” y verificando que la secuencia en formato FASTA reportada en
este sitio, sea la que codifica para la proteina de interés. Unavez seleccionada la secuencia,
es necesario buscar los codones de inicio y de paro, para introducir una secuencia que va a
ser reconocida por enzimas de restriccidon y que seran utiles para la seleccidon de nuestro
gen de interés.

En este trabajo se utilizaron los oligonucledtidos siguientes:
S100A9 F: cccggatccatgacttgcaaaatgtcg

S100A9 R: ggggatatcctagccccacageca

GAPDH-q F: tccaaaatcaagtggggcga

GAPDH-q R: tgatgacccttttggctccc

S100A9-q F: gcagctggacgcaacatag

S100A9-q R: ccactgtgatcttggccact

HPRT-q F: agccagactttgttggatttg

HPRT-q R: tttactggcgatgtcaatagg

Produccion de RNA

A partir de sangre, se hace un protocolo de extraccién de RNA con trizol.

1) Auna muestra de plasma, se le agrega 1 ml de trizol y se deja reposar durante 5 min
a temperatura ambiente.

2) Adicionamos 200 ul de cloroformo y agitamos rigurosamente durante 15 segundos.
Incubamos 3 minutos a temperatura ambiente.

3) Centrifugamos a 12,000 RPM durante 15 minutos a 4°C.

4) El paso anterior formara una solucién de tres fases por diferencia de densidad, se
tomara la capa superior y se transferira a un tubo Eppendorf nuevo.

5) Adicionamos 500 pl de isopropanol por cada 1 ml de trizol utilizado, agitamos
suavemente e incubamos 10 minutos a temperatura ambiente.
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6) Centrifugamos a 12,000 RPM durante 20 minutos a 4°C. Se formara un pellet
gelatinoso y deberemos decantar el sobrenadante.

7) Agregar 1 mlde etanol al 75% y re suspendemos el pellet.

8) Centrifugamos a 12,000 RPM por 5 minutos a 4°C y al finalizar, se decanta el
sobrenadante.

9) El pellet de RNA se deja secando al aire libre, cubriendo con un papel el tubo para
evitar la contaminacién. Una vez seca, el pellet pasara de color blanco a
transparente.

10) Se resuspende con 20 pla 50 pyl de agua estéril de nivel de biologia molecular.

11) Se guarda el RNA a -20°C para el paso de produccion de cDNA.

Produccion de cDNA

Un DNA complementario (cDNA) puede ser sintetizado in vitro a partir de mRNA o de RNA
total utilizando la enzima transcriptasa reversa (RT), la cual es una DNA polimerasa
dependiente de RNA, que utiliza como partidor un oligonucledtido poly(dT). Luego de
desnaturalizar el RNA, mediante calor, el oligonucledtido poly(dT) es alineado con el
extremo poly(dA) de éste y actua como punto de inicio para la sintesis 5°—3" de una
molécula complementaria al RNA, la cual es un cDNA de hebra simple. EL cDNA obtenido
corresponde a la totalidad de la poblacidon de RNA presente al inicio de la sintesis (Zabrady
etal., 2023).

Materiales:

a) RNA total
b) M-Mulv Reverse Transcriptase Cat: #N01-M0253S
c) Oligo(dT)
d) dNTPs

e) Agua libre de RNAsas.

El protocolo de produccion de cDNA es el siguiente:

1) Prepare la siguiente reaccion:

e RNA X pl
e OligodT 1,0 pl
e dH20 y pl

2) Ajustamos a 15 pl de reaccion total.
3) Seincuba 5 minutos a 70°Cy luego se pasa directamente a hielo.
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Ahora agregamos los siguientes reactivos:
Buffer enzima 5,0 pl

dNTPs 1,5 pl

dH20 2,5l

Enzima M-MLVRT 1l

Deberemos tener 25 pl totales, esto se mezcla en vortex suavemente.
Centrifugamos mediante spin corto para obtener la mezcla y los componentes de la
reaccion en el fondo.

Incubamos a 42°C durante una hora.

Almacenamos a -20°C.

PCR punto final

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite la produccién
(amplificacion) de un segmento especifico de DNA. Implica el uso de fragmentos cortos de
DNA sintético, llamados “primers” u oligonucleétidos, como forma de seleccionar el gen a
amplificar seguido de multiples sesiones de sintesis de DNA en un termociclador para su

amplificacién en miles de millones de copias (Rahman et al., 2013).

Materialy soluciones:

O O O T 9

)
)
)
)
)

—h

)

g
h)

Buffer de polimerasa 10X

Enzima Polimerasa

Oligonucleodtidos “Forward” y “Reverse”
Solucién de dNTPs

cDNA templado

Agua estéril, nivel de biologia molecular
Pipetas de entre 1 ply 100 pl

Tubos Eppendorfde 100 pl

Preparacioén de la reaccion:

1)

Enuntubo Eppendorf, comenzaremos a agregar las soluciones en el siguiente orden:
agua, buffer de polimerasa, oligonucledtidos “Forward”, oligonucleétidos “Reverse”,
dNTPs, DNA templado y finalmente, la enzima polimerasa.

El volumen de la reaccion depende del DNA que se vaya a amplificar (normalmente
se agrega 50 ug de DNA total a la reaccion) y en base a esto, se ajusta la cantidad de
enzima polimerasa y del agua para ajustar la reaccion al volumen deseado.
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Generalmente, se maneja un volumen de reaccion de 50 pl, agregando 1 pul Enzima
Polimerasa, 1 ul de dNTPs, 1 pl de cada oligonucledtido, 10 ul de buffer de enzima
polimerasayde 1a2pulde DNAtemplado, el resto se ajusta con agua para llegar a 50
pl de reaccién total.

3) Después de tener lista la reaccidn, se utiliza un termociclador especial para lograr
las condiciones de desnaturalizacion de la doble cadena de DNA y la posterior
sintesis de nuestro gen de interés.

4) Larevelacion del DNA amplificado se hace mediante geles de agarosa, cortado de
banday purificacién del DNA.

En este protocolo se utilizaron los oligonucleétidos siguientes:
S100A9 F: cccggatccatgacttgcaaaatgteg

S100A9 R: ggggatatcctagccccacageca

GAPDH F: tccaaaatcaagtggggcga

GAPDH R: tgatgacccttttggctccc

RT-qPCR

La reaccion de RT-qPCR combina la transcripcion reversa (RT), que convierte el ARN en
cDNA, con la amplificacion cuantitativa en tiempo real, empleando deteccion mediante
intercalante (SYBR Green) o sonda (TagMan). Esta técnica permite cuantificar cambios
relativos o absolutos en los niveles de transcripcién con alta sensibilidad y amplio rango
dinamico, siempre que se controle la calidad del RNA, la eficiencia de la reaccién y la
adicion de controles adecuados (Ginzinger, 2002). Ademas, permite la visualizacion en
tiempo real de reacciones sin necesidad de utilizar un gel de agarosa, proporcionando
resultados cuantitativos directos (Adams, 2020).

Asimismo, la RT-gPCR permite analizar los cambios de expresion en genes tras la aplicacion
de un tratamiento determinado en modelos celulares, partiendo de una muestra de RNA de
buena calidad, lo que garantiza resultados precisos segun el método de deteccion
empleado (Adams, 2020). Uno de los métodos mas comunes de deteccidn, se basa en el
uso de colorantes fluorescentes que se unen de manera inespecifica al DNA de doble
cadenadurante su sintesis, emitiendo sefal fluorescente proporcional ala cantidad de DNA
generado (e.g. SYBR Green). De este modo, a mayor cantidad de DNA sintetizado en la
reaccion de gPCR, mas senal fluorescente sera emitida (Adams, 2020).
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Por otra parte, el uso de sondas especificas como las TagMan proporcionan una alternativa
mas precisa, ya que permiten detectar una secuencia particular dentro del fragmento
amplificado mediante una sonda marcada con fluoréforo y un inhibidor (o quencher) (Heid
et al., 1996). Durante la extensién de la cadena por la DNA polimerasa, la actividad
exonucleasa 5’-3’ de la enzima degrada la sonda, separando el fluoréforo del quenchery
emitiendo una sefal fluorescente proporcional a la cantidad del producto amplificado
(Holland et al., 1991). Este sistema ofrece mayor especificidad y menor interferencia por
amplificaciones inespecificas, siendo ampliamente utilizados para cuantificar de manera
absoluta la expresion de genes (Bustin & Nolan, 2004).

Componentes necesarios:

a) Reactivos para extraccion de RNA: fenol-cloroformo (TRIzol) y material para control
de calidad.

b) DNasay buffer adecuado.

c) Reactivos para RT: M-Mulv Reverse Transcriptase Cat: #N01-M0253S

d) Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Cat: #0222)

e) Primer’s especificos del gen de interés.

f) Placas/tubos de gPCR Yy sello o tapa adhesiva compatible con fluorescencia.
g) Controles: no-RT, no-template control, control housekeeping.

h) Equipamiento: equipo de qPCR con lectura de SYBR Green y software, pipetas
calibradas y campana de extraccion para trabajar con RNA.

Protocolo en dos pasos (RT separado de qPCR):
Aislamiento y control de calidad de RNA:

1) Extraer elRNAtotalsiguiendo el protocolo de extraccion por TRIzol (Revisar protocolo
de Produccién de RNA), evitando la degradacion por RNasas.

2) Tratar el RNA con DNasas para eliminar el DNA gendémico, para reducir falsos
positivos en qPCR.

3) Medirconcentracidony pureza (A260/280, A260/230) por espectrofotometriay evaluar
integridad en gel de agarosa de ser necesario.

Sintesis de cDNA (RT):

1) Realizar sintesis de cDNA dependiendo (Revisar protocolo de Produccion de cDNA).

)
2) Preparar la reacciéon segun el kit para un volumen final de 25 pl.
3) Incubar segun condiciones del kit e inactivar la RT.
4) Almacenamos a -20°C.

Diseno y validacion de primers especificos:
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Disefar primers que amplifiguen 70-150 bp (ideal para SYBR Green), evitar
secuencias con auto-complementariedad.

Verificar la especificidad por BLAST contra genoma de la especie.

Validar eficiencia de PCR para cada par de primers generando una curva estandar de
dilucién seriedad del cDNAy calculando la eficiencia.

Preparacioén de la reaccion gPCR con SYBR Green:

1)

Preparar una mezcla inicial (master mix) en volumen 2X segun el fabricante (Ej. 10 pl
2X SYBR Green Master Mix, 0.5 yl de primer Fy R (10 uM), X ul de cDNA, completar a
20 pl con agua libre de nucleasas).

Incluir réplicas técnicas (triplicado) y controles.

Ciclo térmico para SYBR: activacion inicial de la polimerasa (95°C — 10 min segun
master mix), seguido de 40 ciclos de 95°C - 10 s (desnaturalizacion) y 55-60°C - 30 a
60 s (alineamiento y extensidn); finalizar con curva de fusién (melting curve) para
verificar la especificidad del producto.

Analisis de datos:

1)

Verificar las curvas de amplificacidon y ausencia de sefal en no-template control y
RT(-); comprobar la “melting curve” para un pico unico que confirme producto
especifico.

Calcular Ct (umbral) para cada réplica técnica y promediar réplicas validas.

Para cuantificacion relativa usar método AACt (comparar ACt muestra-control y
luego AACt) y convertir a “fold changes” = 2”(-ACt) si las eficiencias de los ensayos
son cercanas a 100% o usando correccidn por eficiencia si no lo son.

En este protocolo se utilizaron los oligonucleétidos siguientes:

S100A9-q F: gcagctggacgcaacatag

S100A9-q R: ccactgtgatcttggccact

HPRT-q F: agccagactttgttggatttg

HPRT-q R: tttactggcgatgtcaatagg

Electroforesis de DNA con Agarosa

La técnica de electroforesis de DNA en geles de agarosa es una herramienta fundamental

para visualizar fragmentos de DNA, permitiendo su identificacion por tamafio e incluso su
purificacién para otros experimentos. Esta técnica utiliza un campo eléctrico para inducir el
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movimiento de los fragmentos de DNA a través de un gel de agarosa, el cual esta compuesto
de residuos de L y D-galactosa unidos mediante enlaces glicosidicos. Esta composicion
forma fibras con radios de 20 a 30 nm y su transformacion en gel forma una estructura
tridimensional de canales con didmetros de entre 50 a 200 nm, a través de los cuales migran
las moléculas de DNA (Sambrook, 2014).

La migracidon ocurre a una velocidad proporcional al numero total de pares bases del
fragmento de DNA, de modo que aquellas moléculas mas grandes y de mayor longitud, se
desplazan mas lentamente debido a la mayor friccién generada con la estructura del gel de
agarosa. Una manera de ajustar esta migracidon consiste en modificar la concentracién de
agarosa dependiendo del tamafio del DNA que se desea visualizar, lo que permite observar
fragmentos desde 50 a 20,000 pares de bases (Lee et al., 2012).

Para determinar el tamafo de los fragmentos, se utiliza un marcador de peso molecular
(DNA Ladder), gue sirve como referencia para identificar nuestro fragmento de interés. Sin
embargo, la visualizacidon no puede realizarse Unicamente con el gel de agarosa, ya que
requiere un agente intercalante que se una al DNA durante o después de la corrida
electroforética. Este agente, como el bromuro de etidio, permite observar las bandas de
DNA bajo luz ultravioleta. De esta forma, es posible identificar visualmente el fragmento
deseado y, mediante la comparacién con el marcador de peso molecular, estimar su
tamano en relacién con el valor tedrico esperado (Sambrook, 2014).

Para la electroforesis requerimos los siguientes componentes:

o))

Gel de agarosa

O

)

) Marcador de peso molecular
) Buffer de corrida (TAE 1X)
)
)

o O

Colorante intercalante (EtBr: Bromuro de Etidio)
Buffer de carga (5X)

) Camara de electroforesis y fuente de poder.

g) Lampara UV.

h) Guantesy gafas protectoras de luz UV.

- O

Preparacion del gel:

1) Elegir el % de agarosa segun el tamano del fragmento: 0.8% a 1% para 500-3000 bp;
1.0-1.5% para 200-1000 bp; 2.0% para <300 bp.

2) Disolver la agarosa en buffer TAE 1X, calentando la solucidon hasta obtener una
disolucién total (de 30 segundos a 1 minuto en microondas). Dejar atemperar.

3) Anadir bromuro de etidio, de 1 a 3 pl dependiendo del volumen de la solucién (o0 0.5

pg/ml).

~35~



4) Verter en molde con peiney dejar solidificar (entre 15 a 25 minutos).
Preparacion de muestras y carga:

1) Mezclar el producto de PCR o el DNA a analizar con buffer de carga 5X. Centrifugar
brevemente.

2) Colocar el gel en la camara de corrida con buffer TAE 1X y retirar el peine
cuidadosamente.

3) Cargarde 5 a 10 pl por pozo (ajustar segun la concentracién) y, ademas, cargar de 3
a 5yl de marcador.

4) Cerrar la camara de corrida y conectar a fuente de poder. Correr de 50 a 100V
dependiendo del tamafio del producto. El tiempo de corrida puede variar entre 15 a
45 min, segun el tamano del DNA.

5) Una vez separado el DNA correctamente, transferir el gel a una camara de
visualizacién con UV y tomar imagenes del gel.

Digestion y desfosforilacion de DNA

La digestion del DNA se hace para limpiar nuestro DNA amplificado en el paso de PCR.
Debido a la introducciéon de nucledétidos extra a los deseados en nuestra secuencia, los
oligonucledtidos se disefian con un par de secuencias reconocidas por enzimas de
restriccion, las cuales haran cortes en el DNAy eliminaran aquellas secuencias extras cerca
delinicioy elfin de nuestro gen de interés.

Para la digestion requerimos las siguientes soluciones:

)

) DNA

b) Buffer 3.1

c) Enzimas de restriccion acorde a los oligonucledtidos disefados
d)

[

Agua estéril nivel biologia molecular
El proceso de digestion requiere:

1) Se hace una mezcla de 20 pl para nuestro DNA de interés, junto a una mezcla para
nuestro plasmido al cual insertaremos el DNA, en este caso, pcDNA 3.1 (+).
2) Seincuba en bafo maria a 37°C, durante 16 horas.

El paso de desfosforilacién se realiza para eliminar la posibilidad de que nuestro plasmido
e inserto se junten de nuevo con otra cadena de DNA, manteniendo siempre abiertas las
cadenas para poder hacer el paso de ligacion entre DNA de interés y el vector.
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1) Alvolumen final del paso de digestion, se le agrega 3 pl buffer de fosfatasa 10Xy 1.5
pl de enzima fosfatasa.

2) Ajustamos a 30 pl con agua estéril de nivel molecular.

3) Seincuba en bafo maria a 37°C durante 2 horas.

A partir de aqui, existen dos maneras de cuantificar. Una es mediante un gel de agarosa para
ver el tamafo de banda de nuestro DNA y a partir de una medida empirica, se calcula la
cantidad de microlitros a utilizar en la reaccién de ligaciéon o mediante cuantificacion por
“nanodrop”.

Ligacion de DNA en plasmido

La ligacién de DNA se hace para insertar nuestro gen de interés en un vector o plasmido de
clonacién, que se puede replicar de manera auténoma al introducirse a una bacteria en
crecimiento (como E. coliTop10 o DH5q).

Para la ligacion necesitamos los siguientes reactivos:

a) Vectorde DNA (pcDNA 3.1(+))

b) Inserto de DNA (gen de interés)

c) Bufferde Ligasa T4 10X
)

d) Agua estéril libre de nucleasas

Los pasos para realizar la reaccion de ligacién son:

1) Se haceunareaccion enuntubo Eppendorf, en mi caso, utilizaré un volumen final de
20 pul.

2) Se agregan 1 plde vector, inserto de DNA en proporcién molar 3:1 (inserto:vector) y
2 ylde buffer de ligasa T4.

3) Se ajusta con agua estéril a volumen final de 20 pl.

4) Se incuba a 16°C durante 16 horas en el termociclador o a 4°C durante 16 horas,
dependiendo de las condiciones de la enzima.

Transformacion (DH5aq)

En este caso se utilizaran células de E. coli DH5a para el paso de transformacion. Estas
células son resistentes al antibiético ampicilina.

1) En un lugar estéril, se agregan 10 pl de nuestro plasmido previamente ligado con el
gen de interés a unvial de células DH5a.
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Se incuba durante 30 minutos en hielo a4 °C.

Después, se hace un choque térmico en “termoblock” a 42°C durante 45 segundos.
En zona estéril, agregamos 400 ul de medio LB sin antibidtico.

Usando una incubadora especial, se incuba durante 1 hora a 37°C a 200 RPM.
Centrifugamos durante 30 segundos a 3000 rpm.

Decantamos y dejamos aproximadamente 100 pyl de medio, con el cual vamos a re
suspender el pellet de bacterias.

Sembramos en una placa de LB con antibiético ampicilina.

Incubamos a 37°C durante 16 horas.

A partir de este ultimo paso, tendremos una placa de medio con colonias de bacterias que

pueden haber sido conferidas con el plasmido que nos interesa.

Proceso de seleccion de colonias para PCRy preparacion de pre-cultivo

Debemos seleccionar un niumero de colonias a las cuales les haremos PCR para verificar la

insercion del plasmido y del inserto. Por lo que previo a la seleccion de colonias,

preparamos una solucién de PCRinicial la cual se dividird en el niUmero de tubos necesarios

para las colonias seleccionadas.

1)
2)

En condiciones estériles, se prepara medio LB en un tubo Eppendorf de 15 ml.
Tomaremos 5 ml de medio LB y le agregaremos 5 ul de antibiético de ampicilina,
repitiendo esto para cada colonia seleccionada.

Identificamos en nuestra placa las colonias a picar.

Con una punta de pipeta de 10 pl, tallamos la colonia seleccionada sin tomar medio
solido para evitar la obstruccion de la punta.

En nuestra solucién de PCR previamente preparada, insertamosy extraemos la punta
con colonia bacteriana un ndmero arbitrario de veces, sin soltar la punta y sin
accionar la pipeta.

Estos tubos se llevan a termocicladory se realiza la reaccién de PCR.

Ahora, tomando los tubos con medio LB y antibiético procedemos a hacer la
siembra.

Con la misma punta del paso anterior, esta se introduce en el tubo con medio,
accionamos varias veces y finalmente soltamos la punta dentro del medio.

Se incuban estos tubos de pre-cultivo a 37°C, durante 16 horas a 200 RPM.
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SDS-PAGE

Los geles de poliacrilamida se forman por la reaccion de la acrilamida y la bis-acrilamida
(N,N'-metilenobisacrilamida) que produce una matriz de gel muy reticulada. El gel actua
como un tamiz a través del cual se mueven las proteinas en respuesta al campo eléctrico.
Las proteinas contienen una carga global positiva o negativa; esto permite el movimiento de
una molécula de proteina hacia el punto isoeléctrico en el cual la molécula no tiene carga
neta. Al desnaturalizar las proteinas y proporcionarlas una carga negativa uniforme, es
posible separarlas en funcidon de sutamano a medida que migran hacia el electrodo positivo
(Nowakowski et al., 2014).

Materiales y reactivos:

a) Camara de electroforesis vertical con fuente de alimentacién
b) Placas de vidrio

c) Espaciadores

d) Peinas

e) Disolucién de acrilamida/bisacrilamida

f) Tris-HCL 1.5 M, pH 8.8 (para gel separador)

g) Tris-HCL 0.5 M, pH 6.8 (para el gel concentrador)

h) Buffer de carga

i) Buffer de migracién (Tris-HCL 25mM, Glicina 200 mM, SDS 0.1%)
j) SDSal10%

k) Persulfato de amonio

) TEMED

1) Limpielas placas devidrioy los espaciadores de launidad de preparacion del gel con
agua desionizaday etanol.

2) Monte las placas con los espaciadores en una superficie estable y uniforme.

3) Prepare la disolucidon de gel separador utilizando los siguientes volumenes (para 10
ml) dependiendo del porcentaje de gel requerido.
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% de gel Agua (ml) 30% acrilamida (ml) Tris-HC11,5 M, pH 8,8 (ml) SDS al 10% (pl) APS al 10 % (pl) TEMED*(pl)

8% 4.6 26 2,6 100 100 10
10% 38 34 26 100 100 10
12% 32 40 2,6 100 100 10
15% 22 50 26 100 100 10

*TEMED debe ser el Gltimo ingrediente en ser anadido

4) Vierta la disolucion de gel en las placas montadas con los espaciadores. Para

mantener una superficie de gel separador uniforme y horizontal, cubra la superficie
con agua o isopropanol

5) Dejefijar el gel durante unos 20-30 minutos a temperatura ambiente.
6) Prepare la disolucion de gel concentrador utilizando los siguientes volumenes (para

10 ml):

30% Tris-HCl sDSal APS al X
sife f:‘ngll]‘a acrilamida 0,5M, pH 10% 10% {TE”MED
8 (mi) 6,8 (mi) (1) (ul) g
5% 586 1,34 2,6 100 100 10

7) Deseche el agua o elisopropanol superpuesto sobre el gel separador

8) Agregue disolucion de gel concentrador al 5 % hasta que se desborde. Introduzca
inmediatamente el peine asegurandose de que no queden burbujas de aire
atrapadas en el gel o cerca de los pocillos.

9) Deje fijar el gel durante unos 20-30 minutos a temperatura ambiente.

Preparacioén de las muestras:

1) A un volumen de muestra de proteinas (lisado celular o tisular), agregue el mismo
volumen de tampdn de carga.

2) Hierva la mezcla anterior a 95 °C durante 5 min. Centrifugue a 16,000 x g durante 5
minutos.

3) Estas muestras se pueden conservar a -20 °C o se pueden utilizar para proceder con
la electroforesis en gel.

Western Blot

La inmunoelectrotransferencia o “Western Blotting” se refiere a la transferencia
electroforética de proteinas desde geles de poliacrilamida de dodecil sulfato de sodio hasta
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membranas de PVDF o nitrocelulosa, seguida de la inmunodeteccién de las proteinas
utilizando anticuerpos con deteccion fluorescente o quimioluminiscente (Mahmood &
Yang, 2012).

Materiales y reactivos:

> 0 O O T o
N N S N S

Tanque de transferencia y fuente de alimentacion.

Plataforma agitadora para incubar.

Gel SDS-PAGE (revisar protocolo de SDS-PAGE).

Membrana de nitrocelulosas (0.2-0.45 pm).

Papelfiltro y esponjas para transferencia.

Buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina).

Metanol (10-20% segun el tamafio de la proteina).

Solucién bloqueadora (Leche baja en grasas al 5% en PBS 1X).
Anticuerpo primario especifico y anticuerpo secundario conjugado (HRP).
PBS 1X (7.4 pH) y PBS 1X + Tween 20 (1%).

Pierce ECL Western Blotting Substrate Ref: 32106.

Solucién Ponceau S para comprobar transferencia.

Procedimiento:

Realizar SDS-PAGE y detener la ejecucion cuando el marcador de proteina llegue al
fondo; cortar el excedente de gel de ser necesario.

Preparar la membrana de nitrocelulosa humedeciendo en agua destilada antes del
montaje.

Preparar un “sandwich” de transferencia sumergiendo las esponjas y papeles filtro
en buffer de transferencia, asegurandose de eliminar las burbujas de aire.
Ensamblar en el siguiente orden (desde electrodo negativo a positivo): esponja,
papel filtro, gel SDS-PAGE, membrana de nitrocelulosa, papelfiltro, esponja.
Asegurarse de eliminar burbujas entre el gely la membrana con espatula de plastico,
removiendo suavemente. Esto evitara zonas sin transferencia adecuada.

Introducir el “sandwich” en el tanque de transferencia lleno con buffer de
transferencia que contenga metanol.

Ejecutar la transferencia a 100 V, ajustar el tiempo segun el tamano de la proteina a
transferir.

Una vez finalizado, retirar la membrana y sumergir en solucion Ponceau S durante 1-
5 minutos para visualizar bandas transferidas. Lavar con agua para retirar el exceso.
Enjugar la membrana con PBS 1X mas Tween 20y proceder al bloqueo.

10) Se bloquea la membrana con Leche al 5% en PBS 1X durante 1 hora a temperatura

ambiente con agitacion suave.
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11) Incubar la membrana en anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo (segun
la recomendacion del proveedor; tipicamente O/N a 4°C o 1-2 horas a temperatura
ambiente).

12) Incubar con anticuerpo secundario conjugado a HRP (dilucion segun fabricante)
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion.

13) Lavar la membrana 3 veces durante 10 minutos con PBS 1x + Tween 20.

14) Preparar el sustrato ECL segun las instrucciones del fabricante y exponer la
membrana al sustrato durante el tiempo recomendado (1-2 minutos).

15) Detectar senal por pelicula radiografica; ajustar tiempos de exposicion para evitar
saturacion y obtener una buena cuantificacion.

Viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular miden diferentes marcadores celulares como indicios de
la salud celular. Hacen referencia a la cantidad de células sanas en una poblacién,
mediante el uso de diferentes ensayos que permitan determinar la actividad enzimatica de
las células, su integridad de membrana, entre otros. Estos métodos pueden ir desde
ensayos de citotoxicidad hasta deteccion de vias celulares especificas.

En este caso se realizaran experimentos de viabilidad, proliferacién y migracion celular para
estudiar el efecto de la sobreexpresion S100A9 en diferentes lineas celulares, comenzando
con células de cancer de pulmén H1299 WT y las H1299 RB (-/-) las cuales tienen la
mutacién RB1-/-.

Para esto se usaran tres protocolos: Tincién con Cristal Violeta (Viabilidad), Ensayo con
Resazurin (Proliferacion Celular) y Ensayo “Wound Healing” (Migracion Celular).

Tincion con Cristal Violeta

Las células adherentes una vez que mueren, se despegan de la caja de cultivo. Esta
caracteristica se puede usar para obtener una cuantificacion indirecta de la muerte celular
o para encontrar diferencias en la viabilidad una vez que anadimos una condicidn
determinada a nuestro experimento. Para poder detectar ese cambio en el comportamiento
de las células se puede utilizar una tincion de aquellas células que permanezcan adheridas
usando tincién con cristal de violeta en un cultivo. Si tras afadir una condicién a un cultivo
celular, observamos que la tincién de células es mayor o menor que un grupo control,
podemos inferir diferentes propiedades de nuestra poblacién celular de acuerdo con las
condiciones particulares que estamos estudiando (Feoktistova et al., 2016).
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Para utilizar la tincion como forma de medir la viabilidad celular, se hara un ensayo en el que
se cultivara un numero muy reducido de células en una caja de cultivo, con el fin de
mantener a las células lo mas aisladas entre si como sea posible. Después de un periodo
de incubacion en el que se permite que las células se dividan y formen colonias, se hara la
tincion con cristal de violeta. Si las células que tienen la condicidon afadida resultan mas
viables en condiciones adversas, podemos sugerir que la condicion extra les confiere una
viabilidad diferente en comparacion a células control que no sobrevivieron de la misma
manera.

Pasos:

1) En 2 ml de Medio Completo RPMI, se siembran 200 células por pozo, mediante
diluciones en medio RPMI completo. En el conteo de células se deben de contar una
célula por cuadrante.
) Se dejan crecer durante una semana.
3) Selavan las células con PBS 1X frio (4 °C).
) Fijar con 2 mlde Metanol al 100% de grado molecular a (-20 °C), durante 10 minutos.
) Se tifien las células con una solucidn de cristal violeta e incubamos a temperatura
ambiente durante 10 minutos.
6) Hacemos lavados con agua destilada para remover el exceso de tincién (3-5
lavados).
7) Removemos el liquido restante una vez finalizados los lavados y dejamos secar a
temperatura ambiente.

El conteo de colonias se hara con la aplicaciéon “Promega Colony Counter” para la
plataforma iOS versién 18.2.1.

Ensayo de proliferacion con Resazurin

El reactivo Resazurin o “7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide sodium salt”, también
conocido como “Alamar Blue”, es un colorante no téxico de bajo peso molecular (Lavogina
et al., 2022; Rampersad, 2012). Esta sal es permeable a través de las membranas celulares
y puede ser reducida por el ambiente reductor de células vivas, ademas de ser soluble en
medio de cultivo celular (Rampersad, 2012). Inicialmente, el resazurin es de un color azul
no fluorescente, que mediante la accidon de enzimas reductoras mitocondriales como la
NADPH, FADH o NADH, asi como también por citocromos, cambia a un estado reducido
fluorescente y de color rosado (Page et al., 1993; Rampersad, 2012).

Este reactivo permite el disefio de experimentos funcionales en diferentes lineas celulares,
ya que nos permite hacer mediciones precisas a través del tiempo, ya que no involucra la

~ 43 ~



lisis celular, es escalable y ademas puede ser medido con instrumentos basados en
fluorescencia o absorbancia (Rampersad, 2012).

Se decidi6 el uso de mediciones de absorbancia para comparar el potencial reductor de
células sembradas en microplacas, a las cuales se les mide la absorbancia del reactivo a
570 nm de longitud de onda (resazurin) y la absorbancia del reactivo reducido a 600 nm
(resorufin), para de esta manera, comparar el nivel de proliferacidén entre nuestras distintas
condiciones de estudio.

Pasos:

) Enuna caja de 96 pozos, se siembran de 7500 a 8000 células.
) Incubamos durante 48 horas.
3) Se aspira el medio con uso de la bomba de vacio.
) Seagrega una mezclade 10 plde resazurin (PrestoBlue™) + 90 pl de Medio Simple por
pozo.
5) Incubamos 1 horay 30 minutos a 37 °C a 5% de CO2.
6) Procedemos a medir absorbanciaa 570 nmy 600 nm.

Ensayo “Wound Healing”

La motilidad es una caracteristica de las células vivas y la capacidad de migracion de ellas
esta involucrada en procesos como el desarrollo embrionario; en el caso de enfermedades
como el cancer, la motilidad esta relacionada con procesos como la metastasis o la
inflamaciéon. Ademas, una de las principales causas de muerte en el cancer es la
metastasis, mediante la cual el cancer se propaga a través del cuerpo para llegar a otros
dérganos y continuar su invasion cancerigena, por lo que el estudio de la migracién celular
es de particular importancia en cualquier estudio de cancer (Justus et al., 2014).

Una forma de estudiar la migracion celular es mediante un ensayo “wound healing”, el cual
es uno de los métodos mas sencillos de llevar a cabo, permitiendo determinar la capacidad
de migracion o la respuesta a distintos farmacos de un conjunto de células mediante el
seguimiento del cambio de superficie al rellenar una herida o “scracth” hecha en nuestra
placa con células confluentes (Grada et al., 2017).

Para asegurar que nuestro experimento es una representacion de la migracion celulary que
el espacio ocupado por las células en la herida no es por proliferacion, se hace uso de la
mitomicina c, la cual es un antibiético del grupo de agentes alquiladores. Este reactivo
inhibe la proliferacion celular al hacer “crosslinking” o enlaces covalentes entre nucledtidos
del DNA, especificamente en regiones con secuencias CpG. Esto significa que el DNAya no
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podra ser sintetizado debido a estos enlacesy, por lo tanto, ya no se dara la salida de la fase
G oentrada alafase Sdelciclo celular. De esta manera, al observar movimiento en nuestras
células, descartamos que la proliferacion sea una variable mas.

Pasos:

1) En una caja de 12 pozos, sembramos 110 mil a 120 mil células en 1 ml de Medio
Completo RPMI.

2) Incubamos 24 horas a 37 °C a 5% de CO2.

3) Transfectamos la cantidad ideal segun las células usadas.

4) Incubamos durante 48 horas a 37 °C a 5% de CO2.

5) Lavamos con 500 ul de PBS 1X con especial cuidado.

6) Agregamos Medio Simple con Suero Fetal Bovino al 1% + 15 pg de Mitomicina C.

7) Incubamos una horaa 37 °C a 5% de CO2.

8) Volvemos a agregar Medio Simple con Suero Fetal Bovino.

9) Hacemos uso de una punta de pipeta estéril para hacer un raspado o herida de

manera recta mediante el uso de una regla. Este movimiento se hace sélo unavez.

10) Guardamos las células en la incubadora durante 30 minutos.

11) Ponemos Parafilm alrededor de la caja de células para poder tomar fotos en el
microscopio.

12) Una vez tomada la foto al tiempo 0 horas, guardamos de nuevo en la incubadora y
repetimos el paso anterior a las 24 horas y a las 48 horas.

13) Mediante uso de software integrado en el microscopio (Zeiss Zen Lite Microscopy
Software), analizamos el adrea de la herida para obtener datos para analisis
estadistico.
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Resultados

Disefo de oligonucleotidos

Se utilizé la secuencia de nucleoétidos reportada para Homo sapiens de S100A9 calcium
binding protein A9 (S100A9), mRNA (NCBI Reference Sequence: NM_002965.4), de la
plataforma de “National Library of Medicine” del Centro Nacional de Informacidn
Biotecnolégica de Estados Unidos. Se escogieron dos secuencias de corte, una antes del
primer codon, reconocida por la enzima BamHI (g/gatcc) y la segunda, EcoRV (gat/atc),
después del ultimo codon de la secuencia. Ademas, se utilizé la plataforma “Sequence
Manipulation Suite”, para verificar que las secuencias de corte utilizadas no estén presentes
dentro del marco de lectura del gen, para evitar secuencias truncadas. Ambas secuencias
no estan presentes dentro del gen vy, por lo tanto, son adecuadas para seleccionarla de
manera efectiva.

Ademas, se realizd el disefio de oligonucledtidos para detectar cuantitativamente la
presencia del RNA mensajero de S100A9, basandonos en una porcién mas pequena en la
secuencia anterior, de 354 pares de bases, con el fin de medir el nivel de expresién del
mensajero mediante qPCR.

Amplificacion del gen ST00A9

Se hizo un gradiente de temperatura de la reaccidon de polimerasa en cadena con el disefio
de oligonucledtidos hecho para S100A9. Las temperaturas probadas fueron de 58°C hasta
66°C, de saltos de 2°C de temperatura entre cada amplificacidn. De estas, se observd que
la amplificacion ocurria encima de 60°C, por lo que se decidié hacer una reaccion mas para
las temperaturas de 62°C, 64°C y 66°C, ademas de colocar un control cuantitativo de
GAPDH (una seccion mas corta del gen completo) para asegurar la integridad del cDNA
utilizado. Se decidié hacer la reaccién de digestion y ligacion del plasmido con el DNA de
S100A9 obtenido de la purificacion por kit de la banda de DNA correspondiente a la
amplificacién de 62°C.
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Figura 4: Gel de Agarosa para observar gradiente de temperatura en amplificacion por PCR de ST00A9. El gen de ST00A9
humano tiene una longitud de 576 pares de bases, el disefio de nuestros oligonucledtidos nos permite seleccionar sélo la
region codificante de 489 pares de bases. Se incluye, ademas, la presencia de qGAPDH como control de integridad del
cDNA.

Una vez obtenido el plasmido, se procedid a transformar una cepa de células competentes
DH5-a para posteriormente, sembrar en una placa de medio con antibiético, permitiendo
seleccionar sélo aquellas bacterias que hayan incorporado el pldsmido con el gen. Ademas
de esto, una vez incubadas las bacterias y formadas las colonias, se seleccionaron 5
colonias aisladas para hacerles una reaccidon de mini-prep por kit para purificar su DNA 'y
secuenciarlo. Se realizé también una segunda reaccion de digestion para verificar nuestro
gen en presencia de las enzimas de restriccion que se escogieron en el disefo de
oligonucledtidos inicial.

oo S . - . B% §8- § *‘W
Figura 5: Gel de Agarosa para observar el inserto de ST100A9 digerido junto al plasmido completo sin digerir. R#: Plasmido
superenrollado; D#: Digestion del Inserto.

El paso de la secuenciacion del inserto cumple la funcion de verificar que la secuencia que
ha sido insertada en nuestro plasmido sea lo mas idéntica posible a nuestro gen de estudio
reportado en una base de datos oficial. Si, tras realizar un alineamiento de la secuencia
reportada por secuenciacion del plasmido con la secuencia consenso, se reporta una



coincidencia de 100%, entonces serd la ideal para continuar con los experimentos de
viabilidad celular.

Job Title reference DNA gene Filter Results
RID FA175WCP114 Search expires on 09-25 0879 am D load All »
= Fare s i — Percent Identity E value Query Coverage
Pragram Blast 2 sequences  Citation v
to to o
Query ID lcl|Query_1170053 (dna)

Query Descr reference DNA gene m

Query Length 573
Subject ID lcl|Query_1170055 and 4 more subject(s) (dna)
Subject Descr See details «

Subject Length 5450

Descriptions Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show | 100% | @
select all 5 sequences selecied Graphics Distance tree of results MSA Viewer
. Max | Tolal  Cuery E Par. A,
Descripli Soantific Near s
= ,IIJ o - Ii e Score | Scora Cover | value | Ident Len Accession
- - - - - -
s1 972 922 AT% 00 10000% 1241 Query_1170058
215 915 BT% 00  9980% 1202 Query_1170057
915 915 BT% 00 D980% 928 Query 1170055
S100G @1 @1 % 0.0 09.60% 1242 Query 1170055
51008 900 009 @M% 0o 9960 837 Query 1170050

Figura 6: Captura de la plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), donde se muestra el nivel de identidad de
cinco muestras diferentes.
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s1008
Sequence ID: Query_1170058 Length: 1241 Number of Matches: 1

Range 1: 24 to 522 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
922 bits(499) 0.0 499/499(100%) 0/499(0%) Plus/Plus

Query 44  ATGACTTGCAAAATGTCGCAGCTGGAACGCAACATAGAGACCATCATCAACACCTTCCAC 183

Sbjct 24  ATGACTTGCAAAATGTCGCAGCTGGAACGCAACATAGAGACCATCATCAACACCTTCCAC 83

Query 184 CAATACTCTGTGAAGCTGGGGCACCCAGACACCCTGAACCAGGGGGAATTCAAAGAGCTG 163

Sbjct 84  CAATACTCTGTGAAGCTGGGGCACCCAGACACCCTGAACCAGGGGGAATTCAAAGAGCTG 143

Query 164 GTGCGAAAAGATCTGCAAAATTTTCTCAAGAAGGAGAATAAGAATGAAAAGGTCATAGAA 223

Sbjct 144 GTGCGAAAAGATCTGCAAAATTTTCTCAAGAAGGAGAATAAGAATGAAAAGGTCATAGAA 203

Query 224 CACATCATGGAGGACCTGGACACAAATGCAGACAAGCAGCTGAGCTTCGAGGAGTTCATC 283

Sbjct 204 CACATCATGGAGGACCTGGACACAAATGCAGACAAGCAGCTGAGCTTCGAGGAGTTCATC 263

Query 284 ATGCTGATGGCGAGGCTAACCTGGGCCTCCCACGAGAAGATGCACGAGGGTGACGAGGGC 343

Sbjct 264 ATGCTGATGGCGAGGCTAACCTGGGCCTCCCACGAGAAGATGCACGAGGGTGACGAGGGC 323

Query 344 CCTGGCCACCACCATAAGCCAGGC

|
Sbhjct 324 TGGCCACCACCATAAGCCAGGC

GGGGAGGGCACCCCCTAAGACCACAGTGGCCAA 463

CTC
LLLLUEEEELEELT LT ||I||||I||||I|
CTC

GGGGAGGGCACCCCCTAAGACCACAGTGGCCAA 383

Query 404 GATCACAGTGGCCACGGCCACGGCCACAGTCATGGTGGCCACGGCCACAGCCA
CEDEEEEEEEEELTEEEEEEEREE e e e Eree e e rn
GATCACAGTGGCCACGGCCACGGCCACAGTCATGGTGGCC CACAGCCA

CTAATC
LITTT]
CTAATCA 443

CGGC A 463
|11 |
Shjct 384 ACGGC

Query 464 GGAGGCCAGGCCACCCTGCCTCTACCCAACCAGGGCCCCGGGGCCTGTTATGTCAAACTG 523

Sbjct 444 GGAGGCCAGGCCACCCTGCCTCTACCCAACCAGGGCCCCGGGGCCTGTTATGTCAAACTG 503

Query 524 TCTTGGCTGTGGGGCTAGG 542

Sbjct 584 TCTTGGCTGTGGGGCTAGG 522

Figura 7: Captura de la plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), donde se muestra la comparacion entre una
secuencia “Query” (el resultado de nuestra secuenciacion) comparada con una secuencia Subject, que en este caso es el
gen de Homo sapiens ST00A9 calcium binding protein A9 (S100A9), mRNA, obtenida de la base de datos de GenBank del

National Library of Medicine. Se muestra una coincidencia del 100% entre ambas.

Experimentos de expresion

Para los experimentos en células, se comenzd con la prueba de expresion del plasmido

recombinante del gen ST100A9 en dos lineas celulares. Una de ellas es la linea celular

H1299, la cual es una linea celular de carcinoma de pulmon de células no pequefas que no
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expresa la proteina supresora tumoral p53; ademas de la linea celular H1299 RB -/-, la cual
fue disenada mediante tecnologia de CRISP-R/Cas para obtener una knockout del gen RB1
que codifica para la proteina RB.

El disefio de este experimento se basa en el cultivo celular en seis pozos de una placa de
cultivo, en los cuéles anadimos la misma cantidad de células para una vez llegadas a una
confluencia ideal, hacer transfeccion del plasmido con lipofectamina en concentraciones
en incremento. Una vez pasadas las 48 horas, lisamos las células y procesamos las
muestras para hacer un revelado mediante SDS page y Western Blot.

En el caso de la linea celular H1299 Wild Type, se obtuvo el siguiente Western Blot:

< Concentracion de Plasmido de
DNA usado en cada placa de células

S100A9

Figura 8: Western Blot para observar la expresion del plasmido de ST00A9 en la linea celular H1299 WT.

En este ensayo se pudo observar el incremento de la expresion de ST00A9 conforme se
aumenta la concentracion de DNA de S100A9, hasta llegar a un pico maximo de expresion
en 800 ng de DNA transfectado. En el ultimo carril, la expresion disminuye. Ademas,
observamos una expresién estable de la proteina constitutiva actina entre muestras,
descartando errores en la transfeccion de DNA.

En el caso de la linea celular H1299 RB knockout, se obtuvo el siguiente Western Blot:
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§ < Concentracion de Plasmido de DNA

< Control Positivo S100A9

de lagrima
m Actina

Figura 9: Western Blot para observar la expresion del plasmido de ST00A9 en la linea celular H1299 RB knockout.

Para este ensayo se pudo observar el resultado de la transfeccién del DNA de S100A9. En
100, 400y 800 ng se observa un nivel similar de expresion, para el caso de 200 ng de DNA no
se observa la expresiéon de la proteina y en el caso de 1000 ng, se percibe una menor
cantidad de expresion. En este experimento se decidié afiadir un control positivo de ST00A9
purificado de lagrima para confirmar el peso de la proteina.

Posterior a esto, se decidié que la expresion de S100A9 en 100 ng y 800 ng serian
considerados como “poca expresion” y “sobreexpresidon”, respectivamente. Se procedio a
hacer la confirmacidén en ambas lineas celulares obteniendo el siguiente resultado:
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S100A9

© Actina

Aumento de expresion de S100A9
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Figura 10: Western Blot de la expresion de ST00A9 en las lineas celulares H1299 WT y RB-/-. Se observa una mayor
expresion entre las condiciones seleccionadas y, ademas, el resultado sugiere una mayor expresion de ST00A9 basal en la
linea celular deficiente de RB en comparacion la WT.

De la muestra anterior, se recuperd el medio en el que se incubaron las células para
someterlo a un proceso de concentracion con centricones. Se usaron centricones de 10
kDa para filtrar todas las proteinas menores a ese tamafo y concentrar las proteinas de
mayor peso en un volumen menor. Si nuestra proteina tiene un peso reportado de 14 kDa,
esperamos observarla al revelarla en un western blot, por lo tanto se obtuvo el siguiente
resultado:
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Expresion de S100A9 en Medio RPMI

25 -
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H1299 RB -/-
® ! S100A9 (ng de DNA)

Figura 11: Western Blot de ST00A9 hecho a partir del medio RPMI completo, recuperado y concentrado después de incubar
ambas lineas celulares con las respectivas concentraciones de ST100A9 para un experimento de expresion.

Estos resultados sugieren que hay un mecanismo que modifica el peso de nuestra proteina
detectada en 17 kDa como mondémero (o 25 kDa como homodimero), a aproximadamente
100 kDa. No se hicieron mas pruebas para confirmar este mecanismo.

Posteriormente, se decidid transfectar las condiciones de 100 ng de plasmido y 800 ng de
plasmido en presencia del antibiético G418 para ambas lineas celulares. Debido a que el
plasmido pcDNA 3.1 contiene un casete de expresién de resistencia a neomicinay dado que
G418 es un antibidtico derivado de la neomicina, sdlo aquellas células que hayan asimilado
el plasmido seran viables. De esta manera, mediante un tratamiento prolongado de las
células con el antibidtico, se consigue una linea celular estable. Para confirmar esto, se hizo

el siguiente Western Blot:
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Figura 12: Western blot ST00A9 de lineas celulares estables con G418. Se muestra un control positivo de proteina de

lagrima.

El resultado anterior, confirma la correcta transfeccién y posterior estabilizacion de la
expresion de S100A9 en ambas lineas celulares.

Debido a la naturaleza de interaccion de S100A9 consigo misma o con otras proteinas de la
familia S100, se decidié incubar las muestras de proteina de los experimentos de expresion
en concentraciones mas altas del agente reductor DTT (dithiothreitol), el cual rompe
enlaces disulfuro que se forman entre las estructuras terciarias y cuaternarias de las
proteinas, para observar el efecto en su migracion por peso, obteniendo el siguiente

resultado:
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Figura 13: Western Blot de ST00A9 hecho a partir de muestras tratadas con buffer de mayor concentracion de DTT, para
causar la separacion del dimero de ST00A9 y observar la migracion de la proteina individual (peso relativo de ST00A9: 14

kDa).
Se detectd la proteina S100A9 en un peso de aproximadamente 15-17 kDa, lo que confirma
que el aumento de condiciones reductoras mediante el incremento del reactivo DTT,
permite la visualizacion de la proteina S100A9 completamente desnaturalizada. Esto
sugiere que los dimeros de ST00A9 contienen altas cantidades de enlaces disulfuro por lo
que es necesario estandarizar las concentracionesde DTT ideales en el buffer de proteina
para observar a S100A9 en diferentes conformaciones proteicas.
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Experimento de gPCR

Ademas de observar la expresion del gen a nivel de proteina, se hizo uso de los oligos
cuantitativos para observar la expresidn a nivel mensajero del gen de S100A9. Tras sembrar
células en cajas de 12 pozos, obtener su RNA mediante trizol y posterior conversion a cDNA
mediante retro transcripcion, se hicieron reacciones de PCR en cada una de las condiciones
estudiadas: H1299 WT (Cx, 100 ngy 800 ng) y H1299 RB -/- (Cx, 100 ng y 800 ng). Se obtuvo
el siguiente resultado:

H1299 WT H1299 RB -/-
Cx 100 800 Cx 100 800

500 bp>

300 bp>

100 bp=>

Figura 14: Gel de agarosa para ver la expresion del mRNA de ST100A9 en ambas lineas celulares estables.
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Se observé la expresidon a nivel de mensajero en las condiciones antes mencionadas, observando
que enlas condiciones control de ambas lineas celulares (H1299 WTy RB -/-) la expresién de S100A9
MRNA es nula. Para el caso de la linea WT, se observa que la expresion de S100A9 100 ng de DNA,
hay un nivel de expresién mayor que en el controly en el caso de ST00A9 800 ng de DNA, hay un nivel
aun mayor de expresion que en ambas condiciones. Esto indica una transcripcion del plasmido
acorde a la cantidad transfectada en las condiciones. Para el caso de la linea celular H1299 RB -/-,
se observa una ligera expresion del mensajero en ST00A9 100 ng de DNA por encima de la expresion
basal, pero siendo mas notoria la expresion de la condicion ST00A9 800 ng de DNA en comparacion
al controly a 100 ng. Esto indica una transcripcién acorde a la cantidad de plasmido transfectado
en cada condicién. Este experimento funciona como una confirmacion de la transfeccién del
plasmido estudiado a nivel de RNA mensajero y es un complemento para los ensayos de expresion
de proteina.

Experimentos de viabilidad (Tincién Violeta)

Se decidid continuar con los ensayos de viabilidad, proliferacién y migracién con las
condiciones previamente establecidas. Comenzando con ensayos de viabilidad, de los
cuales, tras una serie de experimentos para determinar el tiempo de mejor incubado para
observar colonias se obtuvieron los siquientes resultados:

< Colony Counter Results [+] Colony Counter Results [*] Colony Counter Results
Promega 2. 2025 1:45 P Promega  un 2, 2025 2:10 PM Promega  un 2, 2025 222 PM

79 Wt 68 1209 WT 8009

. . 4 . \ . i
< Colony Counter Results < Colony Counter Results o Colony Counter Results
Promega un 2, 2025 2,38 PM Promegs | un 2, 2025 255 PM Promega 02, 2025 305 PM

57 mane B M B2

Figura 15: imagen representativa de las colonias tefhidas con azul violeta. Se muestra el conteo, la linea celular (H1299 WT
y RB -/-) y la condicidn a la que corresponden.

Con el uso de un software de conteo de colonias, se procesan las fotos de las placas con las
colonias tefidas con azul violeta. En este caso, podemos observar como el niumero de colonias de
la linea celular H1299 WT disminuye con el aumento de S100A9 transfectado. En el caso de la linea
celular H1299 RB -/-, observamos un resultado similar en el que las colonias parecen disminuir su
cantidad dependiendo del nivel de expresién de S100A9.
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Una vez hecho el anélisis estadistico del triplicado obtuvimos los siguientes resultados:

Viabilidad de colonias H1299 WT

ns
12 - [ n=3

—

T - —0-0-0—

0.8 -

04 4

% Supervivencia

0.2 4

S100A9 (DNA)

Figura 16: Gréfica de la linea celular H1299 WT que muestra las diferencias entre el porcentaje de supervivencia en
colonias en proporcién a ST00A9.

Viabilidad de colonias H1299 RB -/-
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Figura 17: Gréfica de la linea celular H1299 RB-/- que muestra las diferencias entre el porcentaje de supervivencia en
colonias en proporcion a ST00A9.
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H1299 WT y RB -/-
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Figura 18: Grafica de comparacion de numeros de colonias entre condiciones de las lineas celulares H1299 WTy H1299
RB -/-.

Para el caso de la linea celular H1299 WT, observamos que hay una tendencia a disminuir el
porcentaje de supervivencia respecto al control, aunque la diferencia no es significativa.
Para el caso de H1299 RB -/-, existe una diferencia entre porcentaje de supervivencia entre
las células transfectadas con 800 ng de S100A9 y el control, pero no hay diferencia
significativa entre la condicion controly 100 ng de S100A9.

Sin embargo, si comparamos el numero de colonias entre lineas celulares, hay diferencia
significativa entre las condiciones control y 100 ng. Esto podria implicar que RB tiene un
papel en la supervivencia dependiente de la concentracién de la expresién de S100A9.

Ensayos de Proliferacion (resazurin)

Posteriormente, se hicieron ensayos de proliferacion mediante ensayo colorimétrico con
resazurin. Tras un periodo de incubacioén del reactivo con las células, se midié el cambio de
color del reactivo en un espectrofotometro, obteniendo los siguientes resultados:
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Figura 19: Gréfica de la linea celular H1299 WT que muestra las diferencias entre la absorbancia en funcién de la cantidad
de S100A9.
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Figura 20: Gréfica de la linea celular H1299 RB -/- que muestra las diferencias entre la absorbancia en funcion de la
cantidad de ST100A9.

Para el caso de la linea celular H1299 WT, observamos que la proliferacion es distinta entre
las condiciones controly 100 ng de S100A9, asi como entre lade 100 ngy 800 ng. En el caso
de 100 ng observamos una disminucién en la proliferacién respecto al control, pero al
comparar la proliferacion de 100 ng con 800 ng, la diferencia es mayor. Para el caso de la
linea celular H1299 RB -/-, la diferencia de proliferacion es distinta entre todas las
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condiciones, aunque observamos el mismo comportamiento que la linea WT, ya que a 100
ng de S100A9, la proliferacién disminuye y a 800 ng aumenta en gran proporcién. Ademas
de esto, se compararon las diferencias entre lineas celulares, obteniendo el siguiente
resultado:

Ensayo de Proliferacion de H1299 WT y RB -/-

1.2 -
n=2

0.6 - . %]

04 - 1 l

Absorbancia

0.2 -
0
5 82 82 & 82 8°2
; — <] — «Q
H1299 WT = = o o
H1299 RB -/- S100A9 (DNA)

Figura 21: Gréfica de las lineas celulares H1299 WT y H1299 RB -/- que muestra las diferencias entre la absorbancia en
funcioén de la cantidad de ST00A9. No existe relevancia significativa entre grupos.

Estos resultados indican que no hay evidencia suficiente para sugerir una diferencia entre
H1299 WT y H1299 RB -/-, por lo que RB no esta implicado en este efecto. A pesar de esto,
el efecto que tiene S100A9 en ambas lineas celulares sugiere que su baja expresién causa
una inhibicidon de la proliferacién (o induce la muerte celular) en comparacién con la
condicién control. Ademas, este efecto es dependiente de la concentracion de S100A9, ya
que la alta expresion de ST00A9 incrementa la proliferacién en ambas lineas celulares.

Ensayos de Migracion (Wound Healing)

Después se procedio a realizar los ensayos de migracion. Tras varias pruebas, se determiné
el tiempo adecuado para lograr una confluencia ideal para que el efecto de la herida fuera
notable y cuantificable, ademas de determinar un tiempo ideal de toma de evidencia
fotografica para observar los efectos, obteniendo los siguientes resultados:
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Figura 22: Imédgenes representativas del proceso de migracion celular de H1299 WT. Se muestran lineas rojas que
delimitan el drea estimada junto con el progreso en el tiempo de cada condicién (Cx, 100 ng y 800 ng).

H1299 RB -/-

Figura 23: Imagenes representativas del proceso de migracion celular de H1299 RB -/-. Se muestran lineas rojas que
delimitan el area estimada junto con el progreso en el tiempo de cada condicién (Cx, 100 ngy 800 ng).
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Figura 24: Gréfica del porcentaje de disminucion del area respecto al T=0 de la linea celular H1299 WT.
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Figura 25: Gréfica del porcentaje de disminucién del drea respecto al T=0 de la linea celular H1299 RB-/-.
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Tras realizar un duplicado del experimento de migracién se obtuvo la siguiente grafica:

Ensayo de Migracion

100- n=2 - H1299 WT Control
I: - H1299 WT 100 ng
= - H1299 WT 800 ng
ﬁ - H1299 RB -/- Control
= 50- —-+ H1299 RB -/- 100 ng
§ - H1299 RB -/- 800 ng
52

0

Tiempo (h)

Figura 26: Grafica del porcentaje de cierre de la herida respecto al T=0 de ambas lineas celulares. Se puede observar una
diferencia significativa entre la migracion de H1299 RB -/- control en comparacion con la H1299 Rb -/- 800 ng.

Para elcasode lalinea celular H1299 WT, la migracién parece no cambiar entre condiciones
de S100A9 conforme pasa el tiempo. Pero para el caso de la linea celular H1299 RB-/-, la
migracidon parece ser mas rapida conforme aumentamos los niveles de S100A9. Estos
resultados podrian implicar que el efecto de S100A9 sobre la migraciéon parece ser
modulado por la presencia o ausencia de RB.

El conjunto de resultados mostrados podrian ayudar a explicar un fenotipo maligno de
Retinoblastoma en el que la sobreexpresion de S100A9 (en pacientes con retinoblastoma
mostrado en los antecedentes), junto con la ausencia de la proteina RB, potencien el efecto
proliferativo y migratorio de este tipo de cancer. Sin embargo, es necesario repetir este
experimento y complementar este hallazgo con otros experimentos tales como la
coexpresion de S100A9 con RB asi como experimentos de inmunofluorescencia para
indagar en la localizacién de la proteina y en el mecanismo que esta detras de estos
comportamientos.
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Discusion:

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el rol molecular y funcional de S100AS9 en
procesos celulares asociados con la progresion tumoral, incluyendo proliferacion,
migracion y viabilidad, utilizando las lineas celulares H1299 Wild Type (WT) y H1299 RB -/-,
carentes del gen RB17. La expresion del gen S100A9 fue confirmada tanto a nivel de RNA

mensajero como a nivel proteico, validando el disefio del plasmido recombinante y su
correcta transfeccion.

El proceso de clonacidon y validacién confirmd la correcta insercion del gen S1T00A9 en el
vector de expresion pcDNA3.1, mostrando una coincidencia del 100% con la secuencia
reportada en la base de datos GenBank para Homo sapiens S100A9 mRNA (NCBI Reference
Sequence: NM_002965.4). Este paso fue crucial para determinar la exactitud de la
secuencia insertada y garantizar que los efectos observados en las lineas celulares
correspondan a la proteina S100A9 nativa y no a una versidon truncada o mutada.
Adicionalmente, la confirmacién de expresidon proteica mediante Western Blot demostré
que elincremento en la cantidad de DNA transfectado se correlaciona con un aumento de
la expresidn proteica, hasta alcanzar un pico maximo en la condicién de 800 ng. Esto
concuerda con reportes previos de expresion dependiente de dosis en genes regulados por
promotores fuertes como CMV (Geisse & Fux, 2009; Kaufman, 2000).

Enlalineacelular H1299 RB-/- se observé una expresion basal mayor de S100A9 comparada
con la linea H1299 WT, sugiriendo una posible relacién regulatoria entre RB y S100AS.
Estudios previos han descrito que la pérdida de RB induce un cambio transcripcional que
afecta la expresion de genes proinflamatorios y de respuesta al estrés, entre los cuales
S100A9 podria estar actuando como posible regulador (Dyson, 2016; Wolf et al., 2025), lo
cual podria explicar elincremento de ST00A9 en células deficientes de RB. Esta observacion
destaca la necesidad de explorar la relacidon entre la ausencia de RB y la regulacion de
proteinas S100 en el contexto oncogénico del retinoblastoma.

S100A9 Yy proliferacion celular

Los ensayos de proliferaciéon mediante resazurin mostraron que la baja expresiéon de S100A9
(100 ng de DNA) conduce a una disminucién de la proliferacion en comparacién con el
control, mientras que la sobreexpresion (800 ng de DNA) incrementa la proliferacion en
ambas lineas celulares. Este efecto dependiente de la concentracidon es consistente con
reportes previos que demuestran que S100A9, tanto en su forma de homodimérica como en
heterodimero con S100A8, activa vias de senalizaciéon proliferativa a través del receptor
RAGE, promoviendo la activacién de vias como las MAPK, NF-k[3 e Hippo/YAP (Chang et al.,
2016; Y. Liet al., 2019; Rigiracciolo et al., 2022).

~ 65~



De manera complementaria, en un articulo reciente del 31 de Octubre del 2025, Charan et
al. (2025) demostraron que la sobreexpresion de S100A9 en cancer de pulmoén de células
pequefias (SCLC) induce una reprogramacion metabdlica y un microambiente
inmunosupresor, lo cual favorece la supervivencia tumoraly la resistencia a estrés oxidativo.
Este efecto se asocié con la activacion de Akt y la fosforilacion inhibitoria de GSK-3a/3, lo
que inhibe los niveles de Snail y favorece la transicion epitelio-mesénquima (EMT),
potenciando la supervivencia y la migracién celular. Ademas, la disminucién de la
proteina S100A9 mediante shRNA en células SCLC disminuyd significativamente el
crecimiento tumoral in vivo, junto con una reduccién de los marcadores de proliferacion
(Ki-67) y neovascularizacion (CD31), confirmando su papel como un mediador clave de
la progresion tumoral (Charan et al., 2025).

Estos hallazgos respaldan los resultados obtenidos en el presente estudio, donde el
aumento de la proliferacion observado a mayores niveles de expresion de S100A9
podria estar mediado por la activacion de las vias Akt/GSK-3/Snail y RAGE-
dependientes, favoreciendo la entrada al ciclo celular.

En contraste, las concentraciones bajas de S100A9 que condujeron a una proliferacién
reducida podrian reflejar una desregulaciéon compensatoria mediada por inhibidores de
CDKs, como p21 o p27. El estudio de Cheng et al. (2016) mostré que la regulacién negativa
de S100A9 esta relacionada con el aumento de p21 y p27, inhibidores de las quinasas
dependientes de ciclinas CDK2y CDK4, lo que conlleva a la detencion del ciclo celulary una
menor proliferaciéon (Cheng et al., 2016). Por otro lado, Zhang et al. (2024) reporté que la
disminucion de la expresion de S100A9 mediante siRNA reduce la expresion de sefiales pro-
proliferativas (disminucion de PI3-K, AKT, CDK1 y CDK2); sin embargo, el modelo empleado
no correspondia a un contexto tumoral. Por ello, estos resultados no respaldan
directamente la proliferacidon reducida observada en condiciones de baja expresion de
S100A9, lo que se sugiere la necesidad de estudios adicionales para esclarecer este
comportamiento.

A pesar de las diferencias en la expresion basal entre WTy RB -/-, no se observaron cambios
significativos en la respuesta proliferativa relativa entre ambas lineas celulares, lo que
sugiere que RB no es un modulador directo de la proliferacion inducida por S100A9 bajo las
condiciones estudiadas.

S100A9 vy viabilidad celular

Elanalisis de viabilidad mediante ensayos de clonogénesis indico que la sobreexpresion de
S100A9 incrementa la supervivencia celular en H1299 RB -/-, mientras que en H1299 WT se
observé una tendencia a la disminucidn de la supervivencia respecto al control, aunque sin
significancia estadistica. Estos hallazgos sugieren que la ausencia de RB podria potenciar
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la capacidad de S100A9 para promover la viabilidad celular, posiblemente debido a la
pérdida del control transcripcional sobre genes reguladores del ciclo celular y apoptosis
(Khammanivong et al., 2013). La relacién entre S100A9 y los inhibidores de CDK (p21, p27)
también podrian contribuir a modular la progresion del ciclo celular, especialmente en un
contexto carente de RB.

De manera complementaria, Charan et. al (2025) demostraron que la sobreexpresion de
S100A9 en células de SCLC no so6lo favorece la proliferacion sino también la supervivencia
celular mediante la activacion de Akt y la fosforilacién inhibitoria de GSK3a/B, generando
una resistencia al estrés oxidativo. En el mismo estudio, la reduccién de S100A9 mediante
shRNA disminuyd significativamente la proliferacién, la viabilidad y la neovascularizacién in
vivo, confirmando que S100A9 actua como un modulador central de la supervivencia
tumoral (Charan et al., 2025).

Estos hallazgos refuerzan nuestros resultados y sugieren que la ausencia de RB podria
amplificar la capacidad de S100A9 para promover la viabilidad celular a través de vias
Akt/GSK3/Snail ademas de mecanismos relacionados con resistencia al estrés y regulacioén
del ciclo celular, destacando su papel como potenciador de fendmenos oncogénicos en
contextos de pérdida de supresores tumorales como el caso del retinoblastoma.

S100A9 y migracion celular

Los ensayos de migracidon evidenciaron que la sobreexpresion de S100A9 no afecto
significativamente la migraciéon en H1299 WT, mientras que en H1299 RB -/- se observé un
aumento en la velocidad de cierre de la herida con niveles elevados de S100A9. Estos
resultados apoyan la hipdtesis de que RB podria actuar como modulador de los efectos
migratorios de S100A9. La activacion de vias como FAKy MAPk por ST00A9/S100A8 podria
explicar la mayor migracién observada en ausencia de RB, tal como se ha reportado en
modelos de cancer de mama triple negativo y carcinoma oral (Khammanivong et al., 2013;
Rigiracciolo et al., 2022).

Ademas, los hallazgos de Charan et al (2025) sugieren que la sobreexpresion de S100A9 en
células de SCLC promueve la transicion epitelio-mesénquima (EMT) mediante la activacion
de Akt y la fosforilacion inhibitoria de GSK3a/3, lo que podria potenciar la migraciéon y la
invasion celular (Charan et al., 2025).

Esto respalda la idea de que ST100A9 no sdlo influye en la supervivencia sino también en la
motilidad de células cancerigenas, y que la ausencia de RB puede amplificar este efecto al
eliminar restricciones sobre genes que controlan la progresion del ciclo celular.
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Implicaciones moleculares y relevancia oncoldgica

La evidencia obtenida indica que S100A9 actia como modulador de fendmenos celulares
clave en la progresion tumoral, y que su efecto puede ser amplificado en contextos de
pérdida de RB. En nuestros ensayos, la sobreexpresion de S100A9 en H1299 RB -/- potencié
lamigraciény la viabilidad, mientras que en H1299 WT estos efectos fueron mas moderados
0 no significativos, sugiriendo que la ausencia de RB puede favorecer la capacidad de
S100A9 para promover fenotipos tumorales agresivos. En contraste, los resultados de la
proliferacion mostraron un comportamiento dependiente de la concentracion de S100A9,
con baja expresion inhibiendo ligeramente la proliferacion y alta expresion
incrementandola; esto no coincide completamente con los reportes previos de
proliferacion dependiente de Akt/GSK-3/Snail y vias MAPK/RAGE (Chang etal., 2016;
Rigiracciolo et al., 2022; Charan et al., 2025), lo que indica que los efectos de ST00A9 sobre
proliferacidon podrian estar modulados por otros factores celulares aun no identificados.

Ademas, la posible presencia de tetrdmeros o complejos multiméricos de S100A9 en
medios extracelulares, capaces de interactuar con receptores como RAGE, afade una capa
adicional de regulacion funcional que podria potenciar la supervivencia, migracion y la
resistencia al estrés oxidativo en células carentes de RB. Esto refuerza el papel de S100A9
como mediador clave de la progresidon tumoral como potencial blanco terapéutico en
contexto de desregulacion simultanea de RBy S100A9, como se observa en ciertos tipos de
cancer agresivo, incluyendo retinoblastoma y neuroblastomas (Markowitz & Carson, 2013;
Chenetal., 2021).

Limitacionesy prospectivas

Si bien los resultados obtenidos ofrecen evidencia sdlida sobre el papel de S100A9 en
viabilidad y migracién, y en menor medida en proliferacion, el mecanismo preciso de
interaccidon con RB permanece no esclarecido. Para estudios futuros se sugieren ensayos
de coexpresién de S100A9 con RB, analisis de fosforilacién de CDK’s, y estudios de
inmunofluorescencia para determinar la localizacion subcelular de la proteina. La
caracterizacion de complejos proteicosy laidentificacidon de vias de senalizacidn activadas,
como Akt/GSK3/Snail, MAPK/RAGE y posibles moduladoras del ciclo celular, permitira
profundizar en el entendimiento de como S100A9 contribuye a la progresion tumoral en
ausencia o presencia de RB, estableciendo asi su relevancia como blanco terapéutico.

Adicionalmente, se ha reportado que S100A9 es un gen transcripcionalmente regulado por
p53 en condiciones de estrés genotodxico, y que su sobreexpresion puede inducir apoptosis
dependiente de p53 (Li etal.,, 2009). En el retinoblastoma, la pérdida de RB es una
caracteristica central y se asocia frecuentemente con disfuncion de p53, ya sea por
mutaciones directas o por regulacién alterada de MDM2 (Dimaras et al., 2015; Cruz-Galvez
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etal., 2022). Por lo tanto, en nuestro modelo H1299 RB -/- (que carece funcionalmente de
RB y es p53-deficiente) la regulacion negativa de S100A9 esta ausente, permitiendo que
S100A9 ejerza efectos pro-tumorales sobre proliferacion, viabilidad y migracion sin la
contraparte apoptotica.

Estos hallazgos sugieren que la ausencia simultanea de RB y la inactivacion de p53 en
retinoblastoma podria potenciar los efectos oncogénicos de S100A9, amplificando la
supervivencia celular y la capacidad migratoria. Por lo tanto, futuros estudios deberian
estudiar como la restauracion funcional de RB o la reactivacion de p53 afectan la regulacién
de S100A9 y sus efectos sobre los fenotipos malignos observados.
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