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IV. RESUMEN

En el DNA, la unién de 4 guaninas mediante enlaces de hidrégeno diferentes a
los propuestos por Watson y Crick, da lugar a la formacion de una estructura cuadrada
y plana llamada tétrada-G, y el apilamiento de 3 o0 mas de estas estructuras se conoce
como G-cuadruplex.

A comienzos del siglo XXI y con el avance de técnicas biofisicas y de biologia
molecular, se descubridé la presencia de G-cuadruplex en el macronucleo del protozoo
Stylonchia lemnae. En el afio 2013 se demostré mediante un anticuerpo especifico
lamado BG4 la presencia de estas estructuras en células humanas fijadas con
formaldehido. Este anticuerpo se une a (interacciona) su antigeno (estructura G-
cuadruplex) mediante el censado de una estructura tridimensional mas que el de una
secuencia nucleotidica. Esto supone un desafio al momento de ser ocupado en estudios
inmunohistoquimicos e inmunofluorescentes, ya que fijadores de tipo aditivos como el
formaldehido actian creando enlaces proteina/proteina y proteina/DNA que podrian
interferir con el reconocimiento de las estructuras G-cuadruplex mediante anticuerpos.
En esta investigacion se utilizd el anticuerpo BG4 para comparar la capacidad de
inmunodetectar estructuras G-cuadruplex en células MCF-7 fijadas con
paraformaldehido o metanol. Mediante microscopia de fluorescencia se evidencid en
células fijadas con metanol un 73% mas de focos fluorescentes en comparacion con
células fijadas con paraformaldehido (p<0.0001). Esto indica que el método de fijacion
gue se utilice al estudiar estructuras G-cuadruplex mediante anticuerpos, influye en la

cantidad relativa de focos fluorescentes detectados.

Palabras clave: Tétrada-G, G-cuadruplex, BG4, Formaldehido, Inmunofluorescencia.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

De acuerdo con el modelo propuesto por Watson y Crick en 1953, la estructura
de la molécula de DNA consiste en dos cadenas de polinucledtidos unidas entre si
mediante puentes de hidrogeno entre las bases complementarias, formando una doble
hélice de rotacion hacia la derecha con 10 pares de bases por giro (1). Esta
conformaciéon es conocida como la forma B del DNA (B-DNA) la cual predomina en
condiciones fisiolégicas (2). El DNA de doble hebra también se puede encontrar en
otras formas, como la A (A-DNA) donde la doble hélice esta conformada por 11 pares
de bases por giro, lo que la hace mas gruesa y compacta que la forma B; y la forma Z,
con una hélice que contiene 12 pares de base por giro y posee una rotacion hacia la
izquierda que la hace mas larga y delgada (2). Los acidos nucleicos ademas pueden
adoptar estructuras secundarias no canodnicas, como las estructuras cruciformes o de
Holliday, hebras triples, Motivos I, u otros (Fig.1). Dentro de estas, una estructura
secundaria no candnica poco conocida que ha adquirido importancia son las

estructuras G-cuadruplex (3).

Doble Hebra (B-DNA)

G-cuadruplex

Doble Hebra (B-DNA)

Triple Hebra

Estructura de Holliday
(Cruciforme)

Motivos-I

Figura 1. Esquema con las estructuras secundarias no candnicas mas relevantes y la forma B
del DNA. Figura adaptada de Armas et al (3).

En 1910, aproximadamente 50 anos antes del descubrimiento de la doble hélice
del DNA, se habia reportado que soluciones concentradas de acido poliguanilico

(guanosina monofosfato) eran capaces de formar geles en presencia de cationes



monovalentes (4). Posteriormente en 1962, y haciendo uso de cristalografia de rayos
X, Gellert et al. (5) propusieron un modelo para explicar este fendmeno: los geles
compuestos por guanosina 5’ monofosfato estaban formados a nivel molecular por el
ensamblaje de 4 bases de guanina de manera ordenada formando una estructura
cuadrada y plana llamada tétrada-G (Fig. 2A). Posteriormente Zimmerman et al. (6)
corroboraron esta informacion y propusieron que las tétradas se apilaban una encima
de otra, para formar estructuras helicoidales de 4 hebras llamadas G-cuadruplex (Fig.
2B).

Después de la publicacién de Gellert et al. (5) y durante afios, estas estructuras
permanecieron como material de interés de investigacion solo para los biofisicos, y no
fue hasta la década de los 80 cuando estas se volvieron de interés para los
investigadores en ciencias bioldgicas: en 1988 Sen y Gilbert (7) propusieron como
hipotesis que ciertas zonas gendmicas ricas en guanina, y de importancia bioldgica
como los teldmeros o las secuencias de recombinacion de los genes de las
inmunoglobulinas, podrian formar estas estructuras in vivo y tener un rol en procesos
de importancia en la célula. Luego en los 90, se demostré que secuencias de
oligonucleédtidos ricos en Guanina podian plegarse y adoptar conformaciones de G-
cuadruplex in vitro (8). En las décadas siguientes la evidencia recopilada reforzo la
posibilidad de la existencia de G-cuadruplex in vivo, mediante la demostracion que
ellas podian formarse en regiones promotoras de diversos genes (9), en transcritos de
RNA (10,11) y teldmeros (12), asi como también la identificacion de proteinas
encargadas de desenrollarlas (13). Cabe senalar que en los estudios citados la
identificacion de estructuras G-cuadruplex fue logrado utilizando técnicas biofisicas y
bioquimicas realizadas in vitro. Finalmente, el conocimiento adquirido hasta la
actualidad sobre estas estructuras en conjunto con el avance de nuevas tecnologias,
han permitido visualizar G-cuadruplex en primer lugar, en el macronucleo del protozoo
Stylonychia lemnae (14), y posteriormente en células de mamiferos in situ, dando
evidencias directas de la existencia de estas estructuras en el DNA y RNA de células de

mamiferos (15,16).

1.2. Estructuras G-cuadruplex

La base a partir de la cual se constituye una estructura G-cuadruplex es la

tétrada-G. Una tétrada-G estd compuesta por la unién de 4 bases de guanina, de
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manera ordenada en una estructura cuadrada y plana (17) que se encuentra
estabilizada mediante enlaces de hidrogeno diferentes a los propuestos por Watson y
Crick, llamados enlaces de Hoogsteen (18).(Fig. 2A). En una tétrada G, los atomos
N1 y el N2 de una guanina forman enlaces de hidrégeno con los atomos O6 y N7 de la
base adyacente, produciendo 8 enlaces por cada tétrada-G (19). Estas estructuras
ciclicas pueden apilarse una encima de otra presumiblemente mediante interacciones

pi-pi (T7-TT) formando estructuras helicoidales compuestas por 4 hebras de DNA que se

denominaron G-cuadruplex (20)(Fig. 2B).
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Figura 2. A: Una tétrada-G con Guaninas unidas mediante enlaces de Hoogsteen y estabilizada
por un cation monovalente B: Estructura G-cuadruplex a partir del apilamiento de 3 tétradas-G.
Esferas rojas representan Guaninas mientras que esferas de otros colores representan otras
bases nitrogenadas. Figura adaptada de Balasubramanian et al (21).

Las tétradas-G se conectan entre si mediante bucles que contienen secuencias
de nucledtidos que no participan en la formacién de la estructura G-cuadruplex, pero
gue forman parte de la secuencia a partir de la cual se formé la estructura (Fig. 2B).
Como consenso, la evidencia indica que estos bucles pueden contener de 1 a 7
nucleotidos de extension (22).

El arreglo plano y cuadrado que forman las 4 guaninas en una tétrada-G, da
como consecuencia que los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo de cada
guanina apunten hacia el eje de la hélice en la parte central de la estructura (Fig. 3A).
Las repeticiones de tétradas-G apiladas resultan en la formacion de un canal central de
caracter electronegativo (23)(Fig. 3B). Para evitar la repulsion electrostatica las
estructuras G-cuadruplex son estabilizadas mediante cationes monovalentes que



interactian con los oxigenos de los grupos carbonilo de 1 o 2 tétradas-G cercanas,

dependiendo si el catién corresponde a Na* o K* respectivamente (20)(Fig. 3C).

B C

/’\

Figura 3. A: Modelo en 3D de Estructura G4 vista lateral. B: Modelo en 3D de Estructura G4
vista superior. C: Esquema de una estructura G-cuadruplex estabilizada por catidon potasio
representado por las esferas rojas. Figura adaptada de Bhattacharyya et al (24).

1.2.1. Diversidad conformacional de las estructuras G-cuadruplex

Algo que caracteriza a estas estructuras es su alta diversidad estructural (25).
Ensayos in vitro mediante técnicas biofisicas han identificado una gran variedad de
topologias, pero a modo general, las estructuras G4 son clasificadas en:

o Tetramoleculares paralelas o antiparalelas: formado por un solo tramo de
repeticiones de guanina dentro de una secuencia de DNA en cuatro hebras de DNA
individuales (Fig. 4A)

o Bimoleculares paralelas o antiparalelas: Una secuencia de DNA que contenga
dos tramos de repeticiones de guanina puede formar horquillas que, junto a otra
molécula de DNA con caracteristicas similares, pueden dimerizar para formar G-
cuadruplex. (Fig. 4B)

o Intramoleculares paralelos o antiparalelos: Finalmente, si una secuencia de DNA
posee 4 tramos de guaninas separados por algunos nucleétidos, se puede doblar sobre

si misma para formar una estructura G-cuadruplex. (Fig. 4C)



Figura 4. A: G4 tétramolecular paralelo y antiparalelo. B: G4 bimolecular antiparalelos. C: G4
intramolecular antiparalelos. Figura adaptada de Simonsson et al (25)

De esta clasificacion general, las estructuras G-cuadruplex intramoleculares
(Fig. 4C) han sido las mejor estudiadas y caracterizadas, debido principalmente a la
posibilidad de encontrar estas estructuras in vivo (26).

En una situacién in vitro, secuencias de acidos nucleicos que contengan al
menos 4 tramos de guanina y bajo condiciones fisiolégicas de K* o Na* pueden formar
facilmente estructuras G-cuadruplex (27). Distinto es el caso de la situacion in vivo: la
formacion de estructuras G-cuadruplex posiblemente estaria impedida debido a que la
mayoria de las regiones del DNA con secuencias ricas en guanina se encuentran en
forma de doble hebra mediante los clasicos puentes de hidrogeno, ademas el DNA
gendmico se encuentra unido a proteinas y otras enzimas reguladoras. Sumado a esto,
en condiciones in vitro la formacion de estructuras G-cuadruplex requiere altas
concentraciones de DNA y cationes estabilizadores, pero dentro de la célula, las
cantidades de DNA son menores que las obtenidas in vitro (26), lo que hace mas dificil
que se puedan formar estructuras G4 bimoleculares o tetramoleculares.

Lo anterior sugiere que, si estas estructuras se forman en secuencias de acidos
nucleicos dentro de la célula, las condiciones que favorecen su plegamiento deben ser
mas especificas. Por lo anterior, los procesos celulares que inducen la separacién local
y momentanea del DNA doble hebra, o las regiones donde se puedan encontrar mono-
hebras de DNA, son modelos utilizados para evaluar la posible formacién de estas
estructuras in vivo.

Sumado a lo anterior, la identificacion de diversas proteinas que interactian de
manera especifica con las estructuras G-cuadruplex, reforzd la hipotesis de que estas
podian formarse en un contexto in vivo en el DNA de las células.

Investigaciones han identificado proteinas que interactuan con estructuras G-
cuadruplex presentes en los teldmeros, como POT1 (28); helicasas especificas que
reconocen y desenrollan las estructuras G4 como BLM (29), WRN, Pifl (30), XPD y XPB

(31), y también helicasas especificas para RNA como RHAU (32,33). De manera
5



reciente, se han detectado proteinas que interactian con estructuras G-cudadruplex

presentes en regiones promotoras como la Nucleolina en el promotor de c-MYC (34).

1.3. Funcion bioldgica de las estructuras G-cuadruplex

- =z

1.3.1. Inhibicion de la extension de los telomeros

Uno de los primeros lugares dentro del genoma en donde se postuld que
podrian existir los G-cuadruplex fue en los teldmeros (7). Los teldmeros humanos
consisten en secuencias cortas en tandem que se repiten aproximadamente unas mil
veces y siguen la formula d(TTAGGG)n. Mientras que la mayor parte de las
repeticiones se encuentran en forma de doble hebra con sus pares de bases
complementarios, el extremo final 3 de ambas hebras contiene una region de DNA
monohebra de 200 nucledtidos aproximadamente, el cual se curva hacia atras y forma
un lazo (llamado T-loop) el cual, en conjunto con un complejo proteico llamado
shelterin (35) protege el extremo del cromosoma de enzimas degradativas (36).
Cuando no se encuentra unida al complejo shelterin, esta secuencia telomérica 3’
monohebra es capaz de plegarse en estructuras G-cuadruplex (12) de tipo paralelas o
antiparalelas dependiendo si el catidon estabilizador corresponde a K* o Na*
respectivamente (37).

En células no neoplasicas, los teldmeros se acortan con cada replicacion a causa
de la inhabilidad de la DNA polimerasa para replicar los extremos de los cromosomas
(38). Este acortamiento es una de las principales caracteristicas de la senescencia
celular. En las células tumorales se expresa la enzima telomerasa, que es una
transcriptasa reversa la cual extiende la longitud de los teldmeros y es la que le
proporciona a la célula tumoral la caracteristica de inmortalidad replicativa (39). Se
hipotetiza que una secuencia telomérica formando una estructura G-cuadruplex
impediria que la telomerasa pueda extender los teldmeros. Para probar esta hipoétesis,
se han empleado moléculas ligando como porfirinas y acridinas, compuestos que
estabilizan estas estructuras en células tumorales e impiden su resolucion por
helicasas especificas de G4 como BLM y WRN (30), evitando de esta manera que la

telomerasa pueda unirse al telémero para extenderlo (12).



1.3.2. Regulacion de la expresion de genes.

La regulacién de la expresion de genes mediada por estructuras G-cuadruplex
sigue sin ser esclarecida completamente. Al respecto se han planteado dos hipétesis,
cada una de las cuales variara dependiendo de la hebra del DNA donde se formaria el
G4. La primera hipdtesis indica que la formacion de estructuras G4 en la region
promotora del gen puede impedir el reclutamiento de factores de transcripcion y la
maquinaria transcripcional por la formacion de estructuras G4 en la hebra molde
(21,40). Esta hipdtesis también plantea que la formacién de una estructura G4 en la
hebra codificante aumentaria la transcripcién debido a que la hebra molde se
mantendria accesible para la union de factores que iniciarian nuevamente la
transcripcion (41)(Fig. 5A). La segunda hipotesis plantea la regulacion de genes
mediante la formacion de G-cuadruplex en regiones codificantes del gen (41); al
formarse un G4 en la hebra molde del gen, se impediria la accidon de la RNA polimerasa
II, finalizando la transcripcion (41) Por otro lado, una estructura G4 en la hebra

codificante facilitaria la transcripcion de un nuevo mRNA (3)(Fig. 5B)

Promotor Unidad transcipcional

Comienzo de la
transcripcion

Burbuja de
transcripcion

A e

—
B

“NP‘P“

x G-cuadruplex en la
G-cuadruplex en la Rio arriba Rio abajo hebra codificante
hebra codificante %

G-cuadruplex en
la hebra molde hebra molde

G-cuadruplex en la

Figura 5. Regulacién transcripcional mediante estructuras G-cuadruplex. En las situaciones A y
B se presentan dos posibles escenarios para el rol de estas estructuras en la transcripcién.
Figura adaptada de Armas et al (3).

Uno de los primeros genes en donde se identificé una estructura G4 en su

secuencia promotora fue c-MYC, un gen que codifica un factor transcripcional esencial
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para el crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis (42). En la secuencia promotora
de este gen, mediante DMS footprinting, se identificaron 2 posibles estructuras G4
intramoleculares, de las cuales una de ellas tendria un efecto en la transcripcion, ya
que utilizando la molécula estabilizadora de G-cuadruplex llamada TMPyP4, se pudo

disminuir los niveles transcripcionales de la proteina MYC en células Hela (42,43).

1.3.3. Expresion de isoformas proteicas mediante procesamiento de mRNA

Existe evidencia que las estructuras G-cuadruplex también estan implicadas en
el procesamiento de mRNA mediante splicing alternativos. Un ejemplo es el caso de las
variantes de mRNA de la subunidad catalitica de la enzima telomerasa humana
(hTERT). En la linea celular cancerigena A549, utilizando un compuesto que interactta
con estructuras G4, llamado 12459, se pudo inducir la acumulaciéon de una variante del
transcrito candnico, que se traduce a una isoforma inactiva de la proteina a
consecuencia de una alteracion en el patron de splicing del mRNA hTERT. De los
intrones sometidos a splicing, el intron 6 del gen de la hTERT contiene varias
secuencias GGG repetidas capaces de formar una estructura G-cuadruplex, el
compuesto 12459 es capaz de estabilizar esta estructura, lo que conlleva la sobre-
expresion el transcrito alternativo de la telomerasa, el cual no posee la actividad

catalitica de la enzima, y por lo tanto la telomerasa queda inactiva (44)

1.3.4. Detencion de las horquillas de replicacion

En el afio 2012 Besnard et al. (45) usaron un nuevo método basado en
secuenciacion masiva para identificar los origenes de replicacion en el DNA de distintas
lineas celulares. Entre los resultados mas relevantes de este estudio se encuentra en
primer lugar la identificacion de aprox. 250.000 origenes de replicacion en contraste
con los 50.000 previamente estimados; y en segundo lugar que el 67% de estos
origenes se asocia a posibles secuencias G-cuadruplex. Esto indica que mas de la
mitad de los origenes de replicacién podrian estar regulados por estas estructuras. La
evidencia acumulada indica que la formacion de G4 en la hebra lider (hebra de
replicacidon continua 5'->3’) durante la replicacién impediria el avance de la horquilla de
replicacidon causando un impedimento a la DNA polimerasa para seguir sintetizando la

nueva hebra de DNA (46). Otra hipotesis aun no probada es que las estructuras G4
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serian reconocidas por proteinas y formarian parte integral de los complejos de

replicacion (47).

1.3.5. Contribucion en la inestabilidad genética

Las estructuras G4 pueden formarse espontdaneamente en situaciones en donde
el DNA se encuentra como hebra simple. Una vez formadas, las estructuras G4 son
termodindmicamente mas estables que el DNA de doble hebra (24) y por lo tanto
representan un desafio para la maquinaria encargada de la mantencion de la
estabilidad genética (47); ya que de no ser resueltas, las estructuras G4 se heredan vy
con el aumento en el nimero de replicaciones se convierten en sitios sensibles a
roturas de doble hebra (46).

El conocimiento sobre del rol bioldgico que pueden desempenar las estructuras
G-cuadruplex ha sido adquirido mediante la utilizacion de diversas técnicas que van
desde métodos bioinformaticos, pasando por técnicas bioquimicas y biofisicas, hasta la

utilizacion de moléculas pequefias y anticuerpos

1.4. Métodos de estudio de estructuras G-cuadruplex

1.4.1. Métodos de estudio In Silico

Utilizando herramientas bioinformaticas, se puede buscar rapidamente a través
de todo el genoma humano secuencias con posibilidad de plegarse en estructuras G-
cuadruplex o PQS (PQS = secuencias cuadruplex putativas). Existen diferentes
algoritmos que son utilizados en la prediccion de PQS (48). Dentro de los mas

documentados se encuentra el algoritmo Quadparser.

1.4.1.1. Algoritmo Quadparser (49).

Una secuencia nucleotidica que siga la siguiente regla: d(G3+N1-7G3+N1-7G3+N1-7G34), se
plegara en una estructura G-cuadruplex en condiciones fisiolégicas. Gs representa una
corrida de a lo menos 3 guaninas, Ni-7 representa un bucle de 1 hasta 7 nucleétidos de
cualquier base nitrogenada (incluyendo guanina) y las condiciones fisiolégicas son KCI

100 mM y pH 7,4. Este algoritmo identific6 376.000 PQS en el genoma humano, y fue
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el primero que predijo que las PQS no se encuentran distribuidas en el genoma de
manera aleatoria, sino que se concentran en regiones de importancia bioldgica como
las descritas en la seccion 1.3

Derivado de los analisis in silico, se han desarrollado bases de datos como
GRSDB (50), que contiene informacién sobre la localizacidon y composiciéon de PQS en
regiones de splicing alternativos de pre-mRNA en células de mamiferos; Greglist (51),
la cual enlista los genes de distintas especies que posiblemente son regulados por
estructuras G-cuadruplex que se encuentran en sus regiones promotoras; y G4IPDB
(52), una base de datos que contiene informacién detallada sobre las proteinas que

interactian con estructuras G4 en el DNA y RNA.

1.4.2. Métodos de estudio In Vitro

Dentro de los métodos de estudio in vitro, encontramos técnicas bioquimicas
como DMS footprinting, FRET (Fluorescence resonance energy transfer) y EMSA
(Electrophoretic mobility shift assay) (53), que estan disefiadas para determinar si las
caracteristicas de un oligonucledtido que contiene una secuencia cuadruplex putativa
son consistentes con la formaciéon in vitro de una estructura G-cuadruplex. Para la
determinacion de la estructura completa, la conformacion de las hebras y bucles, se
necesita del uso de técnicas biofisicas mas avanzadas como cristalografia de rayos x,
resonancia magnética nuclear y dicroismo circular (54,55). Dentro de las técnicas in

vitro mas comunmente ocupadas en el estudio de estructuras G4 encontramos:

1.4.2.1. DMS Footprinting.

Un oligonucledtido que contiene una secuencia con la posibilidad de formar una
estructura G4 es incubado con dimetil sulfato (DMS), compuesto que afiade un grupo
metilo en la posicion N7 de cada guanina. Posteriormente el oligonucledtido se incuba
con piperidina, lo que provoca un quiebre de la hebra en el sitio de la guanina
metilada. Cuando las guaninas se encuentran formando interacciones de Hoogsteen el
N7 se encuentra protegido de la metilacién por lo tanto no se produce quiebre.
Finalmente, los productos son corridos en un gel de electroforesis en condiciones que
favorecen o no la formacién de G4. De esta manera se puede analizar el patrén de
bandas para determinar cuales guaninas formaban el G4 dentro del oligonucleédtido
analizado (56).
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1.4.2.2, Transferencia de energia entre fluorocromos (FRET).

Un oligonucledtido que contiene una secuencia con la probabilidad de plegarse en una
estructura G4 es marcado en sus extremos 5’ y 3’ con dos moléculas fluorescentes: un
donador y un aceptor. Cuando la secuencia se encuentra plegada y el fluoréforo
donador es excitado, este transfiere su energia a la molécula aceptor, la cual emite en
una longitud de onda que puede ser detectada. Al contrario cuando el oligonucledtido
no adopta la estructura G4, el fluoréforo aceptor no es excitado y por lo tanto no emite

energia (57).

1.4.3. Métodos de estudio In Vivo

1.4.3.1. Sondas pequeiias (small-molecule probe)

Una de las estrategias empleadas para investigar la existencia de las
estructuras G-cuadruplex en un contexto in vivo consiste en utilizar moléculas
pequefias marcadas con fluoroforos o que intrinsecamente tengan propiedades
fluorescentes en su estructura. Estas deben ser capaces de atravesar la membrana
plasmatica y unirse a las estructuras G4 que se encuentran tanto en el citoplasma
(RNA G4) como en el nucleo (DNA G4). Entre estas encontramos a Pyridostatin-a, una
molécula pequena marcada con un fluoréforo que fue utilizada para evidenciar que los
sitios G4 estabilizados por el compuesto dan como resultado dafio al DNA (41); de
manera reciente se desarrolld el compuesto N-TASQ, un ligando estabilizador y sonda
a la vez (58); y la molécula pequefia DAOTA-M2 (59). La selectividad de estas distintas
sondas se basa en general en los anillos poli-aromaticos que presentan en su
estructura molecular, que les permiten interactuar de forma plana con las estructuras
G4, ya sea apilandose sobre tétradas G o intercalandose dentro de la estructura misma
(60,61).

La utilizacion de moléculas pequefias representa un recurso valioso para poder
evidenciar las estructuras G4 en un contexto in vivo, pero la informacion experimental
obtenida con su uso sigue en discusion debido a la existencia de resultados

contradictorios con respecto a los obtenidos con anticuerpos (58,62).
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1.4.3.2. Anticuerpos

En el afio 2001, Schaffitzel et al. crearon un anticuerpo que reconoce G-
cuadruplex en el DNA, y que fue utilizado para evidenciar estructuras G4 en el
macronucleo del protozoo ciliado Stylonychia lemmnae, mediante microscopia de
fluorescencia en células fijadas con formaldehido (14), presentando asi uno de los
primeros indicios de que estas estructuras se formaban en un contexto in vivo dentro
de células eucariotas.

Posteriormente en el afio 2013, Biffi et al. (15) presentaron evidencia de que
estas estructuras podian formarse in vivo en células humanas, dada su deteccién
mediante un anticuerpo llamado BG4 que identifica estructuras G4 presentes en el
DNA humano. Este anticuerpo demostro ser especifico para estructuras G-cuadruplex y
no presentar unidn a horquillas de RNA, DNA de doble hebra y DNA de hebra simple.
Este anticuerpo no presenta afinidad particular por ninguna conformacién en
especifica, ya que reconoce indistintamente G-cuadruplex de tipo paralelo y
antiparalelo. BG4 también ha sido utilizado para detectar RNA G4 en lineas celulares
humanas (16).

En los afos subsiguientes se crearon otros anticuerpos anti estructuras G-
cuadruplex como por ejemplo el grupo de Henderson et al., mediante |la tecnologia de
hibridomas crearon el anticuerpo 1H6 (63). Lam et al. crearon el anticuerpo h2f (64) y
mas recientemente el grupo de Liu et al. disefiaron el anticuerpo D1, especifico para
detectar estructuras G-cuadruplex paralelas por sobre las antiparalelas (65). De los
anticuerpos mencionados BG4 ha sido utilizado en numerosos estudios
(15,16,29,33,66-73), debido principalmente a que fue el primer anticuerpo disponible
de manera comercial.

Utilizando el anticuerpo BG4 los investigadores descubrieron que la formacion
de G-cuadruplex es dependiente del ciclo celular, ya que el marcaje con este
anticuerpo en poblaciones celulares sincronizadas mostré bajos niveles de estructuras
G4 en la fase GO/G1, fase en donde no ocurre replicacion y los procesos celulares
estan quiescentes. En el checkpoint G1/S, momento en donde las células se preparan
para entrar a la fase S, se produjo un incremento de 2,5 veces el nUumero de focos con
BG4 comparado con GO/G1. Finalmente, durante la fase S el nimero de focos BG4 fue
4,8 veces mas que GO/G1 (Fig. 6).
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Figura 6. Inmunofluorescencia en células MCF-7 sincronizadas, usando BG4. Nucleos
contrastados con DAPI y marca de BG4 con Alexa-549. Fotos extraidas de Biffi et al (15)

Ademas de su presencia en células en cultivo, en estudios subsiguientes
también se descubrié que existia una mayor presencia de estructuras G4 en tejidos
cancerigenos de estdmago e higado cuando se compararon con su contraparte normal
(69).

El conocimiento obtenido con el uso de estos anticuerpos ha proporcionado las
directrices para entender mejor la funcién real que cumplen las estructuras G4 en las

células.

1.5. Planteamiento del problema

A la fecha, la gran mayoria de las evidencias mostradas, respecto a la
existencia de estructuras G4 in vivo, han sido dadas por el uso de anticuerpos
especificos anti estructuras G4 utilizados en inmunofluorescencia. Sin embargo, como
requisito para la realizacion de estas técnicas, las células deben ser fijadas y
permeabilizadas para permitir el acceso de los anticuerpos a todos los compartimentos
celulares (74).

La fijacion es un paso fundamental en el método de inmunodeteccion in situ de
epitopes de interés. Este proceso detiene los procesos de autolisis y mantiene la
arquitectura celular lo mas cercano posible a cuando la célula se encontraba viva (75).
Existen métodos de fijacién fisica (calor, congelacion etc.) y quimica. Esta ultima
emplea soluciones fijadoras que se pueden clasificar principalmente en dos categorias:
fijadores aditivos, los cuales afiaden grupos quimicos de manera covalente pasando a
formar parte de la molécula que estan fijando, como el formaldehido; o no aditivos si
actian removiendo el agua libre, generando la precipitacion y coagulaciéon de las

proteinas , como el metanol (MeOH) (75).
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De manera rutinaria en las técnicas  inmunohistoquimicas e
inmunofluorescentes, las células y tejidos son fijados con formaldehido, obtenido a
partir de paraformaldehido (PFA) (76). Cuando el formaldehido se encuentra en
solucidon acuosa, se generan enlaces quimicos (puentes de metileno) entre grupos
como amino, imino, amido, péptidos, guanidil, carboxil, SH y anillos aromaticos, los
cuales forman uniones (entrecruzamiento) entre proteinas y proteinas con acidos
nucleicos (77).

A pesar de existir la suposiciéon generalizada que la fijacién con formaldehido
refleja de manera precisa las relaciones intermoleculares en la célula, existen reportes
como el de Schmiedeberg et al., que indican que la fijacién con formaldehido no tiene
éxito preservando interacciones moleculares transitorias cortas (78). Al respecto, la
evidencia obtenida sobre la cinética de las estructuras G4 apunta a que al menos in
vitro, coexisten conformaciones que se mantienen plegadas por periodos que van
desde los milisegundos a los minutos (28). Sumado a lo anterior, otro artefacto
importante producido por la fijacion con formaldehido es el enmascaramiento de
epitopes, que consiste en la inhabilidad del anticuerpo para unirse a su antigeno,
debido a que este Ultimo se encuentra presente, pero no disponible para ser
reconocido a causa de un sobre-entrecruzamiento producido por el fijador (79).

Por lo tanto, es posible proponer que, con respecto a las estructuras G4, el
formaldehido podria: no tener éxito estabilizando y pesquisando estructuras G4 de
formacion transitoria y rapida, o; por el contrario, estabilizar o inducir estructuras G4
gue no se encontraban plegadas cuando la célula se encontraba viva debido al caracter

entrecruzante del fijador.

1.6. Pregunta de investigacion

Dado que las estructuras G-cuadruplex se forman en los acidos nucleicos
mediante interacciones no covalentes, aislarlas en su forma nativa no ha sido posible.
Como resultado, muchos estudios se han realizado utilizando técnicas de
inmunomarcaje en células fijadas con paraformaldehido (16,29,70,71,80-82), metanol
(58,67), o metanol/acido acético (15,83), pero ninguno de estos estudios ha puesto
énfasis en evaluar si el método de fijacion altera la cantidad de sefal detectada

mediante el uso de anticuerpos en contra de estas estructuras.
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Segun los antecedentes expuestos, la pregunta de investigacién de esta tesis
es: ¢Puede el método de fijacion modificar la cantidad relativa de estructuras G-
cuadruplex detectadas?

Hemos analizado que la pregunta no ha sido ni planteada ni contestada en las
diversas publicaciones que han estudiado la funcion de los G4 (14-
16,29,33,68,71,80,84). Por lo tanto, responder esta pregunta supone un punto crucial
en las interpretaciones que han hecho y se haran al utilizar la inmunodeteccién como
método de estudio de estructuras G-cuadruplex en el DNA de las células.

En esta tesis, mediante microscopia de fluorescencia se compard la cantidad de
focos fluorescentes en células fijadas con paraformaldehido (PFA) versus los obtenidos

en células fijadas con metanol (MeOH)
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2. HIPOTESIS

La cantidad relativa de estructuras G-cuadruplex en el DNA, detectadas mediante

técnicas inmunofluorescentes varia segun el método de fijacién utilizado.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inmunodeteccién de estructuras G-cuadruplex, entre dos métodos

guimicos de fijacion, en el DNA de células de la linea MCF-7.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el método de sincronizacion de ciclo celular en células de la linea
MCF-7.

2. Estandarizar el método de inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-G-
cuadruplex en células de la linea MCF-7.

3. Comparar la cantidad de focos fluorescentes generada por un anticuerpo anti-
G-cuadruplex, en células MCF-7 fijadas con paraformaldehido y metanol,

mediante microscopia de fluorescencia.
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5. METODOLOGIA

5.1. Diseio experimental general.

El disefio experimental consta de dos partes: Sincronizacién de -cultivos
celulares, seguido de Inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-estructuras G4.
Para poner a prueba la hipdtesis planteada en esta investigacion, el factor o variable
de interés es la “Fijacién”, el cual presenta 2 tipos: paraformaldehido y metanol. La
variable respuesta corresponde a la cuantificacion mediante inmunofluorescencia de la
cantidad de puntos con sefal fluorescente detectados en las células sometidas a cada
uno de los tratamientos, por lo tanto, la unidad experimental corresponde a cada una

de las células.
5.2. Cultivo celular

Para todos los experimentos se utilizé la linea celular humana MCF-7, debido a
un estudio que encontr6 una mayor presencia de estructuras G4 en tejidos
cancerigenos comparados a su contraparte normal (69). Las células fueron cultivadas
en medio de cultivo DMEM 1X/Ham’s F12 1X (1:1) (Corning) suplementado con Suero
Fetal bovino (SFB) (Corning) al 10%, en incubador (Revco, USA) a 37°C bajo
atmosfera del 5% de CO,. Toda manipulacion y aplicaciéon de compuestos a los cultivos
fue realizada mediante técnica aséptica bajo cabina de bioseguridad tipo flujo laminar
(ESCO, USA). Cada vez que se cambio el medio de cultivo las células fueron lavadas
con PBS 0,1 M estéril. Las células se despegaron de su sustrato utilizando
Tripsina/EDTA 1X (Corning) durante 3-5 minutos y se inactivd con un volumen igual de
medio de cultivo con SFB. El numero total de células obtenidas se cuantifico

manualmente mediante cdmara de Neubauer.
5.2.1. Tiempo de duplicacion.

Para tener un estimado del tiempo que demora la linea celular MCF-7 en

duplicar su poblacién, se utilizé la férmula de Rothen publicada el 2006 (85):
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duracion de cultivo X log(2)

Ti de duplicacién —
tempo de dupticacion log(Células cosechadas) — log(Células sembradas)

Para el calculo se necesité la cantidad de células sembradas al inicio, la

cantidad de células cosechadas, y el tiempo que estas estuvieron en cultivo.

5.3. Sincronizacion de ciclo celular en la linea celular humana MCF-7.

Junto con la generacién del primer anticuerpo anti estructuras G4 (15) se
demostré que la cantidad de estructuras G4 presentes en una célula varia de acuerdo a
la fase del ciclo celular en la que estas se encuentren (ver seccién 1.4.3.2). En
estudios posteriores se presentd nueva evidencia que reafirma esta hipdtesis (67,70),
incluso ocupando diferentes anticuerpos anti estructuras G4 (65). Tomando en cuenta
esta informacion, la fase del ciclo en la que se encuentra la célula al momento de la
medicion de la fluorescencia representa una fuente de variabilidad debido a que en
cultivo encontramos una poblacion de células en distintas fases del ciclo celular. Por lo
tanto, el analisis estadistico que se realice puede arrojar diferencias significativas entre
los tratamientos que no son necesariamente causadas por los fijadores utilizados. Para
eliminar la variabilidad en el conteo de puntos fluorescentes con el anticuerpo BG4, en
esta investigacion los experimentos fueron realizados en células sincronizadas en la
fase S del ciclo celular. Se eligid esta fase debido a que en ella se ha reportado una
mayor presencia de estructuras G4 comparada con las demas fases del ciclo (15), lo
que facilitd la comparacion entre los tratamientos realizada posteriormente.

Para lograr la sincronizacion de los cultivos de MCF-7 en la fase S del ciclo, se
generd un protocolo de sincronizacion a partir de la combinacién de dos estrategias:
depleciéon de Suero Fetal Bovino (SFB) e incubacion con mimosina (86). En primer
lugar, se realizd una pre-sincronizacion en la fase GO/G1, mediante privacion de Suero
Fetal Bovino, cuyo tiempo oOptimo de privacion correspondiente a 24 horas, fue
calculado experimentalmente mediante un ensayo de ciclo celular en citometria de
flujo. Luego, las células fueron detenidas en el limite G1/S mediante la incubacién en
medio de cultivo con SFB 10% + Mimosina 200 uM (Sigma), cuyo tiempo o6ptimo de
incubacion correspondiente a 16 horas fue calculado experimentalmente mediante un
ensayo de ciclo celular en citometria de flujo.

La eleccién de la concentracion de mimosina utilizada en este estudio (200 uM)

fue obtenida de las publicaciones de Hughes & Cook (87), que indican que
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concentraciones de mimosina entre 100 y 500 yM provocan una detencién del ciclo
previo a la fase S. Y el tiempo maximo de incubacion (24 horas) se fijo a partir del
estudio realizado por Kulp & Vulliet (88) que indica que posterior a las 24 horas de
incubacién con mimosina, comienza a disminuir la viabilidad celular.

Una vez aplicados lo métodos de sincronizacién descritos, las células son
liberadas del limite G1/S a la fase S mediante incubacion en medio de cultivo con SFB
10% libre de mimosina. En este caso el tiempo de incubacién correspondiente a 5
horas también fue determinado experimentalmente mediante un ensayo de ciclo

celular en citometria de flujo.

A modo de resumen, en la figura 7 se presenta un esquema secuencial de los

experimentos planteados en los puntos 5.3.1, 5.3.2 y 5.3.3.

5.3.1. Sincronizacion de cultivos en GO/G1

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion en el que se obtiene la mayor
cantidad de células en la etapa GO/G1 del ciclo celular, las células fueron incubadas
con medio de cultivo carente de SFB. En los experimentos se sembraron 75.000
células por pocillo en una placa de 6 pocillos. La privacion de SFB se realizd una vez
qgue los cultivos alcanzaron un 40-50% de confluencia. Mediante el método de tincidn
de acidos nucleicos con Yoduro de propidio (89) se analizé la distribucion de la
poblacién celular en las distintas fases del ciclo a las 0, 8, 16, 24 y 32 horas post
privacion de SFB, utilizando un citdmetro de flujo. Se realizaron 3 réplicas intraensayo

por cada tiempo.

5.3.2. Sincronizacion de cultivos en G1/S

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion en el que se obtiene la mayor
cantidad de células en la etapa G1/S del ciclo celular, se sembraron 75.000 células por
pocillo en una placa de 6 pocillos. La privacion de suero se realizd una vez que los
cultivos alcanzaron un 40-50% de confluencia, por 24 horas (definido segun el punto
5.3.1). Posteriormente, las células se incubaron en medio de cultivo con SFB al 10% +
Mimosina 200uM; mediante el método de tincidon de acidos nucleicos con Yoduro de

propidio (89) se analizo6 la distribucion de la poblacion celular en las distintas fases del
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ciclo a las 0, 8, 16 y 24 horas de incubacion con Mimosina. Se realizaron 3 réplicas

intraensayo por cada tiempo.

5.3.3. Sincronizacion de cultivos en S

Para determinar el tiempo éptimo de incubacion en el que se obtiene la mayor
cantidad de células en la fase S del ciclo celular, las células fueron detenidas en G0O/G1
utilizando la metodologia y tiempo éptimo obtenido en el punto 5.3.1. Luego, las
células fueron detenidas en el limite G1/S mediante la metodologia y tiempo 6ptimo
obtenido en el punto 5.3.2. Finalmente, las células fueron incubadas en medio de
cultivo con SFB 10%, pero libre de mimosina, lo que permitié a las células proseguir
desde el limite G1/S hacia la fase S del ciclo celular. Mediante el método de tincién de
acidos nucleicos con Yoduro de propidio (89) se analizd la distribuciéon de la poblacién
celular en las distintas fases del ciclo a las 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 horas de incubacién

con medio libre de mimosina. Se realizaron 3 réplicas intraensayo por cada tiempo.

20



p a5 e

GO0/G1 G1/S

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
< Sin SFB I Sin SFB l _» |+ Sin SFB

< SFB 10% + Mimo « SFB 10% + Mimo
Analisisa 0 > 32 hrs. + SFB 10%

Analisisa 0 > 24 hrs.

Analisisa 0 > 7 hrs.
Resultados
v v
Tiempo de mayor % Tiempo de mayor % Tiempo de mayor %
de células en GO/G1 de células en G1/S de célulasen S
Protocolo de sincronizacion del
ciclo celularlinea MCF-7

Figura 7: Metodologia utilizada para sincronizacion de ciclo celular en fase S:
Experimento 1, células MCF-7 se incubaron en medio de cultivo sin SFB y se analizd el ciclo
celular a distintos tiempos. Como resultado de este experimento se obtuvo el tiempo 6ptimo en
que se consigue el mayor porcentaje de células en GO/G1.

Experimento 2 las células se sincronizaron en GO/G1, y luego se incub6 en medio con SFB 10%
+ mimosina 200 uM (Mimo). Con el resultado de esta prueba se obtuvo el tiempo 6ptimo en que
se consigue el mayor porcentaje de células en G1/S.

Experimento 3 consistié en sincronizar las células en GO/G1 y luego en G1/S. Finalmente se
incub6 en medio con SFB 10% pero libre de mimosina. Como resultado de este experimento, se
obtuvo el tiempo 6ptimo en que se consigue el mayor porcentaje de células en fase S.

Reuniendo los resultados de estos 3 experimentos, se generd el protocolo de sincronizacion del
ciclo celular de la linea MCF-7. SFB = Suero Fetal Bovino, Mimo = mimosina.
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5.3.4. Ensayo de ciclo celular

Posterior a los distintos protocolos de sincronizacién, las células se cosecharon
mediante tripsinizacién, y el medio de cultivo fue eliminado mediante centrifugacion
(200g x 5 min). Las células fueron fijadas y permeabilizadas con etanol 70% enfriado a
-20°C durante un tiempo minimo de 30 minutos. Luego, se centrifugaron para eliminar
el etanol 70% y fueron resuspendidas en PBS 0,1 M. Posteriormente las células se
traspasaron a tubos de citdmetro y se incubaron en 500 pL de solucién de tincién para
ciclo celular: 50 pg/mL yoduro de propidio (Calbiochem) + 100 pg/mL RNasa A
(Sigma) en PBS durante 15-30 minutos a 37°C.

La obtencién de datos fue realizada en un citdmetro de flujo (BD FACScalibur)
mediante el software BD CellQuest Pro (BD Biosciences), en donde se capturaron
20.000 eventos por réplica. La configuracion del citdmetro de flujo para la obtencion
de los histogramas con la fluorescencia de yoduro de propidio fue la siguiente:
Parametro primario de medicion filtro 2 (DDM FL2), FL2 en amplificacion lineal, voltaje
430, amp.gain 1.00 y velocidad de fluido lenta o media (Para mayor detalle consultar
Anexo N°1).

5.3.5. Procesamiento de datos para sincronizacion de ciclo celular.

El analisis y procesamiento de los datos obtenidos en el citometro de flujo fue
realizado con el software FlowJo (Flowlo LLC, version 10). Con cada réplica se
implementaron estrategias de limpieza de datos mediante el uso de gates. Para todas
las muestras se utilizo la siguiente configuracion: En un dot plot FSC-H (tamafno) vs
SSC-H (complejidad), la poblacién celular se dividié en 4 cuadrantes (Fig. 8A), y se
trabajo con la poblacion del cuadrante 2. Luego, mediante un dot plot FL2-W (ancho)
vs FL2-A (drea), se realizé un gate en la poblacion de células individuales descartando
del andlisis a las células agregadas (Fig. 8B). Sobre la poblacién final obtenida se

aplico la opcion “Cell Cycle Analysis”.
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Figura 8. Seleccion de poblacion celular mediante “gates”. A: En un grafico dot plot “FSC-
H vs SSC-H” se dividio la poblaciéon celular en 4 cuadrantes. Se seleccion6 la poblacién celular
perteneciente al cuadrante Q2 (mayor tamafio y mayor complejidad) y se descartaron del
analisis las células de los demas cuadrantes. B: Grafico dot plot “FL2-W vs FL2-A”, con células
del cuadrante Q2 donde se identificaron las células individuales (no aglomeradas). El area
seleccionada (rectangulo) corresponde a las células que fueron analizadas de manera individual
por el citdometro de flujo. Las células fuera de la region de interés corresponden a dobletes o
células aglomeradas. Segun el grafico, en el rectangulo se encuentran células con diferentes
cantidades de fluorescencia (FL2-A), pero con el mismo ancho (FL2-W).

El grafico resultante proporciona la siguiente informacion: La fase G1, Sy G2
son resaltadas con color morado, amarillo y verde respectivamente; la linea negra
representa al histograma analizado, mientras que la linea rosada corresponde al ajuste
del modelo hecho por el programa (Fig. 9). A su vez, el programa proporciona los
porcentajes de células (en relacidon al total) que se encuentran en cada etapa del ciclo
celular (G1, S y G2). Estos datos fueron exportados a una planilla Excel y los graficos

de cada analisis fueron guardados como imagenes JPG.

5.3.6. Analisis Estadistico para sincronizacion de ciclo celular.

El protocolo final de sincronizacion de ciclo celular fue creado mediante la
comparacién de los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular, obtenidos
desde 3 muestras. Para obtener el tiempo 6ptimo de sincronizacion en cada fase del
ciclo, se buscaron las siguientes diferencias estadisticas significativas de la situacion
control (tiempo cero) con los tiempos sucesivos:
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1. Tiempo éptimo GO/G1: aumento significativo del porcentaje de células en fase
G1, y disminucion significativa del porcentaje de células en las fases S y G2 con
respecto al tiempo 0.

2. Tiempo optimo G1/S: aumento significativo del porcentaje de células en fase
G1, y disminucion significativa del porcentaje de células en las fases S y G2 con
respecto al tiempo 0

3. Tiempo Optimo S: disminucidon significativa del porcentaje de células en fase
G1, aumento significativo del porcentaje de células en la fase S y disminucion
del porcentaje de células en la fase de G2 con respecto al tiempo 0.

Los datos de ciclo celular obtenidos en Flowlo fueron exportados a archivos de
Excel. Posteriormente se pusieron a prueba los supuestos de normalidad (test Shapiro-
Wilk) y Homocedasticidad de varianzas (test Levene) con el programa MYSTAT 12
(Systat software Inc, version 12). Al cumplirse los supuestos para pruebas
parameétricas, se realizdé un analisis de la varianza (ANOVA) a 1 via para cada fase y
posteriormente el post test de Tukey. En caso contrario, cuando no se cumplieron los
supuestos, se realizd el test no paramétrico de Kruskall-Wallis y el post test de Dunn.
Para la realizacion de los test estadisticos se utilizd6 Graphpad Prism (Graphpad

software Inc, version 5).

5.4. Estandarizacion de inmunofluorescencia

5.4.1. Prueba RNasa y permeabilizacion.

Previo a la realizacion de la inmunofluorescencia, se realizd un ensayo para
evaluar la efectividad de la enzima RNasa; ademas se determind el tiempo 6ptimo de
incubacion con el detergente Tritdn X-100 (Calbiochem) como agente permeabilizante.
Para esto, las células se incubaron con Triton-x-100 durante 10 o 30 minutos, con
RNasa A o PBST (PBS + Tween 20 0,1%).

Para evaluar la efectividad de la RNasa y Tritdn X-100, células se tifieron con el
colorante para acidos nucleicos yoduro de propidio y fueron observadas y fotografiadas
en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81) con un filtro BP de 610-700 nm
y un tiempo de exposicion de 1 ms.

El yoduro de propidio tifie tanto el DNA como RNA, por lo tanto, al comparar

células con y sin tratamiento con RNasa mediante microscopia fluorescente, se puede
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evidenciar diferencias en el patron de tincidon de las células: presencia o ausencia de

tincidn citoplasmatica y nucléolos (Fig. 16).

5.4.2. Titulacion BG4 e HIS

Para evaluar la mejor concentracion en que los anticuerpos primario vy
secundario (BG4 y HIS) presentan marca especifica, se realizé un ensayo de titulacién
con distintas diluciones del anticuerpo primario BG4 (Absolute antibody Ab00174-10.6)
(1:12.5, 1:25, 1:500, 1:1000), y del anticuerpo secundario anti-HIS (Thermofisher,
MA1-21315-D488) (1:100, 1:500, 1:1000). Finalmente, las células fueron observadas
y fotografiadas en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81) con un filtro BP

de 510-550 nm y un tiempo de exposicién de 42 ms.

5.4.3. Ensayos de métodos de fijacion.

Ademas de paraformaldehido, se probd la presencia de inmunomarcaje en
células sometidas a diferentes estrategias de fijacion: 1) células sin fijar, 2) fijacion
con metanol 100% enfriado a -20°C por 15 minutos, 3) fijacion con mezcla de
metanol/acido acético (3:1) enfriado a -20°C por 15 minutos, y 4) fijacion fisica en
PBS 0,1 M mediante calor himedo en vaporera por 10 minutos a 95-98°C. Finalmente,
las células fueron observadas y fotografiadas en un microscopio de epifluorescencia
(Olympus IX81) (Fig. 18).

5.5. Cuantificacion de los sitios marcados con un anticuerpo anti-G-
cuadruplex en células MCF-7 fijadas con paraformaldehido o fijadas con

metanol, mediante inmunofluorescencia in situ.

Se sembraron 20.000-30.000 células en placas de 12 pocillos que contenian 1
cubreobjeto redondo de 12mm @ por pocillo, con medio de cultivo DMEM/F12 + SFB
10% durante 24 horas. Luego, los cultivos se sometieron al protocolo de sincronizacién
de ciclo celular: DMEM/F12 sin SFB durante 24 horas, DMEM/F12 + SFB 10%+
mimosina 200 uM durante 16 horas, DMEM/F12 + SFB 10% durante 5 horas.
Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% (Merck) en PBS a 4°C por 15
minutos, o Metanol enfriado a -20°C durante 15 minutos. Posteriormente se

permeabilizaron con Triton-x-100 al 0,2% en PBS durante 15 minutos. Luego se
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incubaron con RNasa A 100 pg/mL durante 30 minutos a 37°C. Se bloquearon los
sitios inespecificos con Cas-Block (Invitrogen) durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se incubd con el anticuerpo primario.

Para la inmunodeteccién de las estructuras G4 se utilizd el anticuerpo BG4
(Absolute antibody Ab00174-10.6) a una dilucion de 1:12,5. Para su reconocimiento,
se utilizd el anticuerpo secundario anti-HIS conjugado con Dylight488 (Thermofisher,
MA1-21315-D488) a una dilucion de 1:100. Finalmente se realizé una tinciéon nuclear
con DAPI (Sigma). Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos usando medio de
montaje hidrofilico FLUORO-GEL con anti fading (Electron Microscopy Sciences) y para
evitar la desecacion de la preparacion, se sellaron los bordes con esmalte de ufas
(para mayor detalle consultar Anexo N©°2). Los cubreobjetos con células se
observaron y fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81).

Por cada situacion experimental (fijacién con paraformaldehido o metanol), se
realizaron 3 repeticiones (cubreobjetos) acompafados de un control negativo al cual se
le aplicd el mismo protocolo mencionado anteriormente, con excepcion del anticuerpo

primario BG4.

5.5.1. Experimento control de estrés celular.

Al momento de estandarizar y realizar la inmunofluorescencia en células sin ser
sometidas al protocolo de sincronizacién, se observé un patréon de tincidn
correspondiente a focos fluorescentes delimitados al nlcleo de las células, pero cuando
se realizé la inmunofluorescencia en células sincronizadas con nuestro protocolo, el
patron de tincion cambié a focos fluorescentes tanto en el nucleo como en el
citoplasma. Una posible explicacion para este fendmeno, encontrada en la literatura,
fue que estos focos en el citoplasma correspondian granulos de estrés celular mediado
por estructuras G4 (84).

De manera que, para testear si correspondian a granulos de estrés, se
reprodujo uno de los experimentos planteados por los investigadores de la publicacién
original (84): Para el experimento de estrés celular, se utilizaron células MCF-7 no
sincronizadas, las células fueron incubadas en medio de cultivo con H;O, 0,5 mM
durante 2 horas. Posteriormente se realizé la inmunotincion con BG4 como se describio
en el punto 5.5. Finalmente, las células se observaron y fotografiaron en un

microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81).
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5.5.2. Procesamiento de imagenes.

La adquisicion de fotografias se realizd en un microscopio de epifluorescencia
(Olympus 1IX81), mediante el programa Xcellence Pro (Olympus soft imaging
solutions). La marca inmunofluorescente anti-HIS fue fotografiada usando un objetivo
de 100x con aceite inmersion y un filtro BP 510-550 nm (verde) durante un tiempo de
exposicion de 42 ms. La tincidn nuclear con DAPI fue fotografiada usando un objetivo
de 100x con aceite de inmersion y un filtro BP 450-490 nm (azul) a un tiempo de
exposicion 13 ms. Se generaron fotografias combinando la fluorescencia anti-HIS vy
DAPI, utilizando la opcion “combine” del programa Xcellence Pro.

Para facilitar la cuantificacion de focos inmunofluorescentes posterior, cada
imagen con anti-HIS fue procesada como sigue: deconvolucion 3D, seguido de image

display- brillo 20, contraste 80 (ver ejemplo en Anexo 3).

5.5.3. Cuantificacion de focos fluorescentes.

Las imagenes obtenidas se analizaron en imagel, mediante el plugin ITCN
nuclear count (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/itcn.html), el cual permite cuantificar
la cantidad de peaks dentro de un area definida, previa conversion de la imagen a un
formato de analisis para utilizar el plugin, que consta de: Invertir los colores,
transformar a imagen 8 bit y seleccionar area a cuantificar (para mayor detalle

consultar Anexo 4).

5.5.4. Analisis estadistico de la cuantificacion de focos fluorescentes.

El tamafio de muestra minimo (n) para el experimento principal fue calculado
de acuerdo a la variable respuesta (cuantificacion de la cantidad de puntos con sefial
fluorescente detectados en cada célula). Para obtener el tamafio de muestra necesario
se utiliz6 el programa estadistico G-power (90) el cual de manera general nos
proporciona el tamafo de muestra necesario de acuerdo al nivel de significancia, poder
de la prueba y tamafio del efecto que el investigador proporciona. Los valores
utilizados fueron: medias 122,05 y 69,67; desviaciones estandar 91,82 y 75,20. Estos
valores fueron obtenidos desde un experimento piloto (Para mayor informacién sobre

experimento piloto consultar anexo 7)
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Para comparar los tratamientos, el conteo de focos con anti-HIS presentes en
cada una de las células fue ordenado en Excel y posteriormente se puso a prueba el
supuesto de normalidad (test Shapiro-Wilk) y homocedasticidad de varianzas (test de
Levene) Como no se cumplid el supuesto de normalidad ni el de homocedasticidad, se
realizd el test no paramétrico de Mann Whitney. Para la realizacion de los test

estadisticos se utilizé6 Graphpad Prism (Graphpad software Inc, version 5)
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6. RESULTADOS

Antes de poner a prueba la hipotesis de esta investigacién (Secciéon 2) fue
necesario estandarizar los métodos. Dicha estandarizaciéon comprendid la generacién
de un protocolo de sincronizacion del ciclo celular de la linea MCF-7 en la fase S; y una
serie de pruebas para lograr identificar el patrén de marca especifica con el anticuerpo
BG4.

6.1. Sincronizacion de cultivos celulares.

6.1.1. Tiempo de duplicacion de la linea celular MCF-7.

Antes de realizar los experimentos de sincronizaciéon de cultivos, fue necesario
averiguar si la linea MCF-7 era sensible a los métodos que se utilizarian, ya que de
acuerdo a la literatura, las estrategias de sincronizacion de cultivos como la privacion
de SBF e incubacion con mimosina son recomendadas para células con tiempos de
duplicacion menores a 30 horas (86). Por lo tanto, el primer paso fue determinar el
tiempo de duplicacion de la linea celular MCF-7.

Con los datos obtenidos de la cuantificacion celular utilizados para distintos
experimentos, se calcularon los tiempos de duplicacién celular para cada ocasion,
segun la metodologia expuesta en el punto 5.2.1. El tiempo final de duplicacién fue el
promedio de los tiempos de duplicacion obtenidos individualmente. El tiempo de
duplicacion obtenido corresponde a 28,6 horas (Tabla 1).

Segun este resultado, los métodos de sincronizacion que se utilizaron, fueron

adecuados para la linea celular MCF-7

Tabla 1. Cultivo y tiempo de duplicacion MCF-7

N°  células | Tiempo de | N° células | Tiempo de
sembradas cultivo (dias) | cosechadas duplicacion (hrs)
100.000 4 2.135.000 21,7
100.000 6 5.110.000 25,4
100.000 7 5.232.500 29,4
100.000 7 3.780.000 32,1
100.000 9 17.600.000 29,0
100.000 10 13.250.000 34,0
Promedio 28,6
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6.1.2. Sincronizacion de cultivos en GO/G1

Mediante la técnica para la determinacién de ciclo celular descrita en el punto
5.3.1, se determind el tiempo de privacion de suero fetal bovino que conlleva a la
mayor cantidad de células detenidas en fase GO/G1. Segun se muestra en la figura 9
y 10, una privacion de SBF de al menos 24 horas gener6 un 77,1% de las células
detenidas en GO/G1 (los histogramas de cada réplica se encuentran en el Anexo 5,
punto 10.5.1).
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Figura 9. Histogramas representativos de analisis de ciclo celular en células privadas
de SFB. Cultivos de la linea MCF-7 fueron incubados con medio de cultivo carente de SFB y se
fijaron a las. A: 0 horas. B: 8 horas. C: 16 horas. D: 24 horas. E: 32 horas. Posteriormente las
células se tifieron con Yoduro de Propidio y la fluorescencia fue detectada en un citémetro de
flujo. Finalmente, los histogramas de analisis de ciclo celular se obtuvieron utilizando el software
FlowJO.

El analisis estadistico indicd que la privacién de SFB a los tiempos 16 (71,7%),
24 (77,1%), y 32 (76,9%) horas de incubacién presentaron porcentajes de células en
G1 significativamente mayores al tiempo cero (46,6%); para la fase S, solo el tiempo

24 (16,8%) present6 un porcentaje de células significativamente menor al tiempo cero
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(34,2%); y para la fase G2 todos los tiempos presentaron porcentajes de células
significativamente menores al tiempo cero (20%) (Fig. 10) (El desarrollo completo del
analisis estadistico se encuentra en Anexo 6, punto 10.6.1).

Por otra parte, tanto en la fase G1 como en S, no existieron diferencias
significativas en el porcentaje de células entre el tiempo de privacion durante 24 o 32
horas (Fig. 10).

Tomando en cuenta estos resultados, para los experimentos subsiguientes se
utilizé una privacién de SFB de 24 horas.
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Figura 10. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular obtenidos post-deplecion
de SFB. Se compararon los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular a las 0O, 8, 16,
24 y 32 horas post-deplecion de SFB. Obtenidos mediante citometria de flujo. Se buscaron
diferencias significativas por cada fase de manera independiente. Para las fases G1 y G2 se
realizé el test ANOVA 1 via y el post test Tukey. Para la fase S se realizé el test de Kruskall-
Wallis y post test de Dunn. *= p<0.05; **= p<0.01; ***= p<0.001 respecto al tiempo 0, y NS
= no significativo. Valores corresponden a medias +desviacién estandar. n=3.

6.1.3. Sincronizacion de cultivos en G1/S

Utilizando la misma metodologia del punto anterior, se definié el tiempo

adecuado para detener el ciclo en el limite G1/S. Se realizé una curva de tiempo de

31



tratamiento con 200 pM de mimosina. Como se muestra en la figura 11 y 12, un
tratamiento de al menos 16 horas generd un 83,7% de las células detenidas en G1/S

(los histogramas de cada réplica se encuentran en el Anexo 5, punto 10.5.2).
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Figura 11. Histogramas representativos de analisis de ciclo celular en células
incubadas con Mimosina. Cultivos de la linea MCF-7 fueron incubados con medio de cultivo
carente de SFB durante 24 horas. Posteriormente en medio de cultivo con SFB 10% + mimosina
200 uM vy se fijaron a las. A: 0 horas. B: 8 horas. C: 16 horas. D: 24 horas post incubacion.
Posteriormente las células se tineron con Yoduro de Propidio y la fluorescencia fue detectada en
un citémetro de flujo. Finalmente, los histogramas de andlisis de ciclo celular se obtuvieron
utilizando el software FlowJ]O.

El analisis estadistico indicé que para la fase G1, la incubacién con 200 uM de
mimosina durante 16 horas (83,7%), presenté un porcentaje significativamente mayor
de células con respecto al tiempo cero (75,9%), y ademas fue significativamente
mayor al tiempo 24 (80,7%); para la fase S no existieron diferencias significativas en
los porcentajes de células con respecto al tiempo cero (17,2%); mientras que para la
fase G2, la incubacion con mimosina durante 16 horas (5,94) presentd un porcentaje
de células significativamente menor al tiempo cero (12,7%) (Fig. 12) (El desarrollo

completo del analisis estadistico se encuentra en Anexo 6, punto 10.6.2)
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Para los experimentos que prosiguen se utilizé6 un tratamiento con 200 pM de

mimosina durante 16 horas.
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Figura 12. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular obtenidas post
incubacion con mimosina 200 pM. Se compararon los porcentajes de células en cada fase del
ciclo celular a las 0, 8, 16 y 24 horas post incubacion con mimosina mediante citometria de flujo.
Se buscaron diferencias significativas por cada fase de manera independiente. Para las fases G1
y S se realizd el test ANOVA 1 via y el post test de Tukey. Para la fase G2 se realizd el test de
Kruskall-Wallis y post test de Dunn. *= p<0.05; **= p<0,01 respecto al tiempo 0. Valores son
medias + desviacion estandar. n= 3.

6.1.4. Sincronizacion de cultivos en S

Realizando una curva de tiempo de retiro de mimosina (lo que genera el reinicio
del ciclo celular desde el limite G1/S), y utilizando la misma metodologia del punto
anterior, se definid el tiempo adecuado para obtener el mayor porcentaje de células en
la fase S del ciclo celular. Como muestra la figura 13, desde las 4 horas posterior a la
remocién de mimosina se obtuvieron mayores porcentajes de células en fase S
(71,6%), llegando a un porcentaje maximo de 77% a las 5 horas (Fig. 14). Los
experimentos que prosiguen se realizaron posterior a las 5 horas de retiro del
tratamiento (los histogramas de cada réplica se encuentran en el Anexo 5, punto
10.5.3).
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Figura 13: Histogramas representativos de analisis de ciclo celular en células
incubadas con medio libre Mimosina. Cultivos de la linea MCF-7 fueron incubados con medio
de cultivo carente de SFB durante 24 horas. Posteriormente en medio de cultivo con SFB 10% +
mimosina 200 uM durante 16 horas. Finalmente se incubaron en medio de cultivo con SFB 10%
sin mimosina y se fijaron a las A: 0 horas. B: 1 hora. C: 2 horas. D: 3 horas. E: 4 horas. F: 5
horas. G: 6 horas. H: 7 horas de incubaciéon. Posteriormente las células se tifleron con Yoduro de
Propidio y la fluorescencia fue detectada en un citdmetro de flujo. Finalmente, los histogramas
de anélisis de ciclo celular se obtuvieron utilizando el software FlowJO.

El analisis estadistico indicé que la incubacion con medio libre de mimosina
durante 5 horas (17,6%) presentd un porcentaje significativamente menor de células
en fase G1 que el tiempo cero (83,9%); con respecto a la fase S la incubacion con
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medio libre de mimosina durante 5 horas (77%) presentd un porcentaje
significativamente mayor de células en dicha fase con respecto al tiempo cero
(16,3%). Para la fase G2 la incubacién con medio libre de mimosina durante 4 (3,2%)
y 5 horas (3,3%) presentaron porcentajes significativamente menores con respecto al
tiempo cero (6,8%) (Fig. 14) (El desarrollo del andlisis estadistico se encuentra en
Anexo 6, punto 10.6.3).

Los experimentos posteriores se realizaron utilizando un tiempo de incubacién

con medio libre de mimosina durante 5 horas.
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Figura 14: Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular obtenidas post
incubacion con medio libre de mimosina. Se compararon los porcentajes de células en cada
fase del ciclo celular a las 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 horas post incubacidon con medio libre de
mimosina, obtenidos mediante citometria de flujo. Se buscaron diferencias significativas por
cada fase de manera independiente. Para las fases G1, S y G2 se realizd el test de Kruskall-
Wallis y post test de Dunn. *= p<0.05 respecto a tiempo 0. Valores son medias + desviacién
estandar. n=3.

Como conclusién, tomando los resultados expuestos, el protocolo final de
sincronizacion de la linea celular MCF-7 en la fase S del ciclo fue el siguiente:
incubacion en medio de cultivo carente de SFB durante 24 horas (G0/G1), seguido de

incubacion en medio de cultivo con SFB 10% + mimosina 200 uM durante 16 horas
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(G1/S) y finalmente incubacidon en medio de cultivo con SFB 10% libre de mimosina
durante 5 horas (Fig. 15).

de SFB

fresco

A 4

24 hrs 24 hrs 16 hrs 5 hrs

Células Sin Células Células Células
sincronizar en GO/G1 en G1/S enS

Figura 15: Protocolo de sincronizacién de ciclo celular para linea MCF-7

6.2. Estandarizacion de inmunofluorescencia.

6.2.1. Prueba RNasa y permeabilizaciéon

Células MCF-7 sobre cubreobjetos fueron permeabilizadas con Triton X-100
durante 10 o 30 minutos, y luego tratadas con RNasa A o PBST. Se tifieron con yoduro
de propidio y fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (Fig. 16).

Con respecto al tiempo de permeabilizacion, una incubacion de 10 minutos con
Tritdn X-100 no cambia la morfologia aparente de las células (Fig. 16A y B). Mientras
gue, al aumentar el tiempo de incubacion hasta 30 minutos el nucleo y el citoplasma
aparecen degradados por el detergente, fendmeno evidenciado de manera mas clara
en la figura 16D por la presencia de vesiculas de citoplasma.

Cuando se compararon las células tratadas con RNasa A versus las no tratadas,
se pudo observar en estas ultimas la presencia de tincion citoplasmatica y de nucléolos
(Fig. 16B y D), lo que indicé la presencia de moléculas de RNA en el citoplasma y el
nucleo tefiidas con el colorante, patron que no se repitié en las células tratadas con
RNasa A (Fig. 16A y B).

Los resultados de este ensayo indicaron que un tiempo de permeabilizaciéon de
10 minutos es suficiente para que la RNasa A ingrese a la célula, y que esta digiera el

RNA presente tanto en el citoplasma como en el nucleo
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Figura 16: Prueba RNasa y permeabilizacion. Células MCF-7 se fijaron con PFA y fueron
sometidas a un periodo de permeabilizacion con Tritbn X-100 de 10 o 30 minutos, y
posteriormente se incubaron con 100ug/mL de RNasa A o PBST (PBS + Tween 20) durante 30
minutos a 37°C. Finalmente las células fueron tefiidas con yoduro de propidio (50ug/mL) y se
observaron en un microscopio de epifluorescencia con un objetivo de 100x A: Tritén X-100 por
10 minutos, RNasa A+. Se evidencia tincién nuclear, y no se distinguen nucléolos. B: Triton X-
100 por 10 minutos, RNasa A-. Se evidencia tincién dentro del nucleo (circunscrito por linea
discontinua) y en el citoplasma. También se evidencia la presencia de nucléolos (flechas
blancas). C: Tritdn X-100 por 30 minutos, RNasa A+. Se observa tincidon nuclear débil y los
nacleos se encuentran degradados. D: Tritdn X-100 por 30 minutos, RNasa A-. Se observa
tincion nuclear y presencia de pequefias vesiculas (flechas amarillas), presumiblemente
corresponden a vesiculas de citoplasma. Barra de escala = 20 um.
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6.2.2. Titulacién de anticuerpos BG4 e HIS

Para determinar la mejor concentracion del anticuerpo primario y secundario,
se realizaron ensayos utilizando distintas diluciones de ambos anticuerpos en células
MCF-7 sembradas sobre cubreobjetos.

Al utilizar diluciones altas de los anticuerpos BG4 e HIS, como 1:500 y 1:1000
(Fig. 17A, B, C y D) no se observa tincion especifica, y solo se presenta una tenue
tincion de las células. La marca especifica se presenta al incubar las células con el
anticuerpo primario a diluciones bajas (1:25 y 1:12,5), y esta se evidencia por la
presencia de focos o puntos fluorescentes en el nucleo de las células (Fig. 17E y F).
Para el resto de los experimentos se decidié ocupar las diluciones: BG4 1:12,5 e HIS
1:100 (Fig. 17F).

6.2.3. Ensayos de fijacion

Ya que la hipédtesis plantea que la inmunomarcacion del anticuerpo BG4 varia
dependiendo del método de fijacion, las células MCF-7 fueron fijadas con diferentes
métodos y se evaluaron los niveles de inmunomarcacion en ellas.

Se probaron 4 métodos distintos: Células sin fijar, fijacion con metanol, fijacion
con metanol/acido acético y fijacion fisica por calor hUmedo.

A pesar de que ya esta establecido que las técnicas de inmunotincidn funcionan
en células fijadas se decidio probar realizar la técnica en células vivas sin fijar, pero los
resultados obtenidos fueron negativos (Fig. 18A). Esto debido a que los diferentes
reactivos a los que fueron sometidas las células al realizar la inmunofluorescencia
(como por ejemplo Triton X-100) las despegaron del sustrato de vidrio sobre el que
fueron sembradas. La marca especifica se obtuvo cuando las células se fijaron con
metanol frio a -20°C durante 15 minutos, evidenciado por la presencia de focos
fluorescentes en el nucleo de las células (Fig. 18B). La fijacion con metanol/acido
acético y con calor himedo solo provocaron la aparicion de marca inespecifica y tincion
de fondo (Fig. 18C y D). Por lo tanto, para el experimento final se comparé la
presencia de focos fluorescentes con BG4 en células fijadas con paraformaldehido

versus células fijadas con metanol.
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Figura 17. Titulacion de los anticuerpos BG4 e HIS. Células MCF-7 se fijaron con PFA, se
incubaron con el anticuerpo primario BG4 y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-
HIS a distintas concentraciones. Posteriormente se observaron en un microscopio de
epifluorescencia con un objetivo de 100x. A: BG4 1:500, HIS 1:500. Se observa una tenue
tincién inespecifica B: BG4 1:500, HIS 1:1000. No se observa tincion C: BG4 1:1000, HIS
1:500. Se observa una tenue marca inespecifica. D: BG4 1:1000, HIS 1:1000. Se observa una
tenue marca inespecifica. E: BG4 1:25, HIS 1:100. Se observa marca especifica en forma de
focos fluorescentes en el nucleo de las células (flechas). F: BG4 1:12,5 HIS 1:100. Se observa
marca especifica mas intensa en forma de focos fluorescentes en el nlcleo de las células
(flechas). Barra de escala = 20um.
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Figura 18. Ensayos de fijaciéon. Células MCF-7 fueron fijadas mediante diferentes métodos, y
se realizd inmunofluorescencia con BG4. Posteriormente se observaron en un microscopio de
epifluorescencia con un objetivo de 100x. A: Células sin fijar. No se observan células. B: Fijacion
con Metanol. Se observa marca especifica en forma de focos fluorescentes en el nucleo de las
células (Flechas) C: Fijacidon con Metanol/Acido acético (3:1). Se observa marca inespecifica. D:
Fijacion por calor himedo. Se observa marca inespecifica y tincion de fondo. Barra de escala =
20um.
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6.3. Cuantificacion de los sitios marcados con un anticuerpo anti-G-
cuadruplex en células de la linea celular MCF-7 fijadas con paraformaldehido

o fijadas en metanol, mediante inmunofluorescencia in situ.

Los resultados obtenidos de la inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo
primario BG4 en conjunto con el anticuerpo secundario anti-HIS marcado con
DyLight488, en células MCF-7 sincronizadas en la fase S del ciclo celular y fijadas con
paraformaldehido o metanol, son mostrados en las figuras 19 y 20 respectivamente.

En las células fijadas con paraformaldehido se evidencid la presencia de
inmunomarcacion fluorescente en forma de focos o puntos en el nlcleo, pero también
en el citoplasma (Fig. 19A). En las células fijadas con Metanol también se evidencid
un patrén de inmunomarcacion en forma de focos tanto en el ndcleo como en el
citoplasma de las células (Fig. 20A). Este patron de inmunomarcacion difiere con el
que fue descrito al momento de estandarizar la inmunofluorescencia (Fig. 17F y 18B),
asunto que es abordado en la seccion 6.3.1.

En ambos casos, como control negativo se realizé la inmunofluorescencia, pero
obviando la incubacion de las células con el anticuerpo primario BG4, lo que resultd en

la total ausencia de marca con el anticuerpo secundario anti-HIS (Fig. 19B y 20B).

Figura 19. Imagen combinada de Inmunofluorescencia con anticuerpo BG4/HIS DyLight488 +
DAPI en células MCF-7 fijadas con paraformaldehido. A: Inmunomarcaje positivo con BG4. B:
Control negativo sin BG4. Barra de escala = 20um.
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Figura 20. Imagen combinada de Inmunofluorescencia con anticuerpo BG4/HIS DyLight488 +
DAPI en células MCF-7 fijadas con Metanol. A: Inmunomarcaje positivo con BG4. B: Control
negativo sin BG4. Barra de escala=20um.

6.3.1. Experimento control de inmunomarcacion del anticuerpo BG4 en estrés

celular

Como se menciond en la seccion 5.5.1, el patron de tincion con BG4 obtenido
en células sincronizadas difiere del obtenido en células sin sincronizar, por lo tanto, se
realizd un experimento para descartar posibles errores en la técnica.

Reportes recientes evidencian la existencia de una nueva via de respuesta al
estrés oxidativo, mediada principalmente por estructuras G4 enddgenas presentes en
el DNA nuclear y mitocondrial: en este modelo, propuesto por Byrd et al, segmentos
de DNA con estructuras G4 son escindidos a causa de estrés oxidativo, y migran hacia
el citoplasma para participar en la formacion de granulos de estrés (84). Tomando en
cuenta la investigacion de Byrd, el cambio del patron de expresion de
inmunomarcacion del anticuerpo BG4 en células MCF-7 sin sincronizar, versus células
sincronizadas en la fase S del ciclo celular (ver seccién 6.3), podria corresponder a
estructuras G4 del DNA que migraron al citoplasma y se encuentran formando parte de
granulos de estrés. Para evaluar este concepto, se realizé un experimento en donde las
células fueron incubadas con 0,5 mM de H,0, durante 2 horas para generar una

respuesta de estrés y asi observar el patron de expresion con el anticuerpo BG4.
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Seguln se observa en la Fig. 21A, en células no sincronizadas y no estresadas,
la inmunomarcacion con el anticuerpo BG4 aparecié delimitada al nucleo de las células.
En cambio, cuando las células son tratadas con H>0,, la presencia de focos

fluorescentes aparece también en el citoplasma de las células (Fig. 21B).

20 pm 20 pm

Figura 21. Estrés celular inducido con H>0,. Células MCF-7 fueron incubadas con medio de
cultivo fresco o con H»O, 0,5mM durante 2 horas. Luego fueron fijadas y se realizd
inmunofluorescencia con BG4. Posteriormente se observaron en un microscopio de
epifluorescencia con un objetivo de 100x. A: Células incubadas en medio de cultivo fresco. El
patron de marca con el anticuerpo BG4 se limita al nlcleo de las células. B: Células incubadas
con H>0; 0,5mM. El patron de marca con el anticuerpo BG4 aparece en gran cantidad fuera del
nucleo, en el citoplasma de la célula.

6.3.2. Andlisis estadistico y comparacion de la inmunomarcacion del

anticuerpo BG4 en células MCF-7 fijadas con paraformaldehido o metanol.

Para cada tratamiento (PFA o MeOH), se contaron los focos fluorescentes
presentes tanto en el nlcleo como en el citoplasma. Las células de los 3 cubreobjetos
fueron consideradas como una sola poblaciéon. A continuacién, se presentan las
principales estadisticas descriptivas de ambos grupos.

Para el grupo PFA (paraformaldehido), la cantidad de células contadas
(unidades experimentales) fue 410, con wuna media de 79,09 focos
inmunofluorescentes por célula, una desviacidon estandar de 81, y una mediana de 49.
La forma de la distribucidén es asimétrica y con sesgo positivo de valor 2,123

Para el grupo MeOH (metanol), la cantidad de células contadas fue 379, con
una media de 137,8 focos por célula, una desviacion estandar de 130,2 y una mediana
de 88. La forma de la distribucién es asimétrica con sesgo positivo de valor 1,504.
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Finalmente, se evalud si existen diferencias significativas entre ambos grupos.
El test de normalidad de Shapiro-Wilk dio como resultado que los datos no se
ajustaban a una distribucion normal, y el test de Levene indicé que las varianzas no
eran homogéneas (Anexo 7, seccion 10.7.2), por lo tanto, se utilizd el test no
paramétrico de Mann-Whitney para comparar las medianas. Los resultados obtenidos
de este test estadistico, indican que existe un 73% mas de focos fluorescentes por
célula (p<0.0001) cuando éstas son fijadas con metanol versus células fijadas con
paraformaldehido. (Fig. 22)
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Figura 22. Cuantificacion de la cantidad de focos inmunofluorescentes con el
anticuerpo BG4 detectados en células sincronizadas en la fase S del ciclo celular,
fijadas con paraformaldehido o metanol. En cada grupo fueron contadas 350-400 células.
Se buscé diferencias significativas entre las medianas mediante el test no paramétrico de Mann
Whitney. Las cajas representan el 50% de los datos, mientras que cada bigote representa el

25% de los datos. La linea que divide las cajas corresponde a la mediana. Los puntos luego de
los bigotes simbolizan datos outliers. *** = p value <0,0001.
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7. DISCUSION.

Los acidos nucleicos pueden adoptar conformaciones secundarias no canonicas
dentro de las que se encuentran las estructuras G-cuadruplex. El estudio de estas
estructuras y su rol biolégico ha incrementado en los Ultimos afios, debido al desarrollo
de métodos de visualizacion de estas estructuras in situ, principalmente con la creacién
y uso de anticuerpos anti estructuras G-cuadruplex. Para utilizar un anticuerpo con el
fin de detectar estas estructuras en las células, un requisito importante es realizar la
fijacidon de las células (75). Sin embargo, las técnicas de fijacion conllevan la aparicién
de artefactos producidos por los distintos fijadores utilizados (74). Hasta el momento
ninguna investigacion utilizando estos anticuerpos ha puesto énfasis en determinar si
la utilizacion de diferentes fijadores influye en la deteccién de estas estructuras. El
objetivo de esta investigacion fue determinar si existen diferencias en la cantidad de
estructuras G4 detectadas por un anticuerpo anti-G-cuadruplex (BG4) en la linea
celular MCF-7, cuando estas son fijadas mediante distintos métodos.

Para cumplir el objetivo anterior, células MCF-7 fueron fijadas con un fijador de
tipo aditivo (paraformaldehido) o un fijador de tipo coagulante (metanol). La
marcacion, mediante el anticuerpo BG4, fue cuantificada usando microscopia de
fluorescencia, posterior a un protocolo de sincronizacién de ciclo celular. Los resultados
obtenidos mostraron que los focos fluorescentes producidos por el anticuerpo BG4 en
células fijadas con metanol fueron significativamente mayor a los producidos en células
fijadas con paraformaldehido, lo que indica que el método de fijacion afecta la cantidad
de sefal inmunofluorescente detectada y por lo tanto la presencia de estructuras G-

cuadruplex.

7.1. Aproximaciones metodologicas para la inmunodeteccion de estructuras

G-cuadruplex.

Al cuantificar la cantidad de estructuras G-cuadruplex utilizando los focos
fluorescentes obtenidos con el anticuerpo BG4 en cada protocolo de fijacion, se
observé que existe un incremento de un 73%, que es estadisticamente significativo
(p>0.0001), de estas estructuras en células fijadas con metanol (MeOH), en
comparacién a células fijadas con paraformaldehido (PFA) (Fig. 22).
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El caracter entrecruzante que posee el paraformaldehido nos hizo pensar que
esta caracteristica tendria como consecuencia la estabilizacion de las estructuras G-
cuadruplex, dando como resultado una mayor presencia de sefal inmunofluorescente;
sin embargo, los resultados de esta investigacion parecen indicar lo contrario. Este
resultado podria deberse a la lenta accién entrecruzante del formaldehido, que
contrasta a su rapida difusion dentro de la célula (91); de manera que, aunque el
fijador ingrese de inmediato a la célula, la fijacién propiamente tal no ocurre
inmediatamente (92,93). Por otro lado, el metanol posee una alta velocidad de
penetracién y de fijacion (94). El mecanismo de fijacion que posee este Ultimo incluye
el desplazamiento del agua de las proteinas, rompiendo los enlaces de hidrégeno vy
perturbando la estructura terciaria de éstas, lo que conlleva a que las proteinas
precipiten (94). Con respecto a los acidos nucleicos, estos no precipitan, pero
permanecen fuertemente asociados a proteinas (93). Por lo tanto, la mayor presencia
de senal detectada con el anticuerpo BG4 en células fijadas con metanol, podria
deberse a un mejor acceso del anticuerpo al DNA, ya que este no necesita formar
enlaces quimicos con otra molécula (como lo hace el formaldehido) y a la alta
velocidad de fijacion que posee.

En la literatura, el anticuerpo BG4 ha sido utilizado en protocolos de
inmunotincion que abarcan distintos métodos de fijacion, donde el mas utilizado ha
sido formaldehido (16,29,70,71,80-82). Sin embargo, la inmunomarcacién también ha
sido realizada mediante otros fijadores. Biffi et al (15) realizaron sus experimentos en
células fijadas con PFA, y como prueba de concepto también utilizd células fijadas con
metanol/acido acético. En ambos casos, los autores obtuvieron un patron de tincion
correspondiente a focos fluorescentes circunscritos al nucleo (15). Luego, en una
publicacién posterior Biffi et al (16) también realizaron experimentos en células fijadas
con etanol, obteniendo el mismo patrén de tincidon que con las células fijadas con PFA.
Este patréon de inmunomarcacion nuclear fue reproducido también por Amato et al (83)
y por Hasegawa et al (67), quienes utilizaron como fijador metanol/acido acético y
metanol solo, respectivamente. Por lo tanto, de acuerdo a la literatura, el patron de
inmunomarcacion para estructuras G-cuadruplex con el anticuerpo BG4 se mantiene
independiente del fijador utilizado y corresponde a focos presentes en el nucleo de las
células.

Con respecto a otros anticuerpos que se unen a estructuras G-cuadruplex,

Henderson et al (63) utilizando el anticuerpo 1H6, realizaron experimentos en células
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fijadas con PFA y con MeOH, obteniendo un patrén de tincién correspondiente a focos
fluorescentes circunscritos al nucleo de las células; Byrd et al (84) utilizaron el
anticuerpo BG4 en células fijadas con PFA y lo contrastaron con el anticuerpo 1H6,
obteniendo un patrén de tincidon nuclear con ambos anticuerpos; Hénsel-hertsch et al
(95) utilizaron el anticuerpo BG4 y el anticuerpo 1H6 para evaluar la presencia de
estructuras G4 en diferentes regiones de la cromatina. Con ambos anticuerpos
obtuvieron resultados similares: la formacién de estructuras G4 en células humanas se
encontrdé en regiones reguladoras de la eucromatina que no contienen nucleosomas
(95). Este ultimo resultado contrasta con el de Hoffmann et al (96) en donde, usando
el anticuerpo 1H6 para detectar G4 mediante microscopia electronica, detectaron que
estas estructuras se localizaban en la heterocromatina. En ambas publicaciones el
patron de inmunomarcacion fue nuclear. Al respecto, los experimentos realizados en
esta tesis no proporcionan informacion acerca de la localizacion exacta de las
estructuras G-cuadruplex en el contexto de la cromatina, pero en general, estas
publicaciones confirman el patrén de tincion nuclear.

Cabe mencionar que en ninguno de los estudios mencionados anteriormente se
cuantificd la sefial fluorescente con respecto al fijador utilizado; sin embargo,
estimamos que los resultados de esta tesis, obtenidos mediante PFA, alcanzan niveles
de inmunomarcacion similares a los reportados anteriormente por Liu et al., quienes

utilizaron la misma metodologia (65).

Como caso especial, la publicacién de Laguerre et al (58) presenta resultados
que se contraponen a los presentados en este trabajo. En uno de sus experimentos,
utilizando el anticuerpo BG4 en células MCF-7, se comparo la inmunomarcacion en
células fijadas con PFA con células fijadas con MeOH. Los resultados mostraron dos
patrones de tincion distintos: Al utilizar PFA como fijador, el patréon de tincion fue
predominantemente citoplasmatico difuso (sin focos aparentes); mientras que cuando
se fijaron con MeOH, el patron de tincion fue nuclear y citoplasmatico. Un analisis
exhaustivo de los métodos y resultados publicados por Laguerre et al (58), nos da
cuenta de algunas diferencias metodoldgicas que podrian explicar la diferencia de
resultados respecto a esta tesis. Uno de ellos es que la concentracion de BG4 que
utilizaron fue de 10 pg/mL (equivalente a una dilucién 1:100), la cual es
considerablemente menor a la dilucién utilizada en esta tesis (1:12,5). Una explicacion

para la diferencia en las diluciones puede ser una mayor avidez del anticuerpo por el
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epitopo, para el caso de Laguerre et al. Sin embargo, la publicacion no explicita el
fabricante del anticuerpo. Si descartamos dicha posibilidad, el patrén de
inmunomarcacion difuso reportado por la publicacién, podria ser un efecto de
sobreexposicion al capturar la imagen al microscopio. Lamentablemente, los autores
no reportan el uso de control con RNasa A, o de controles negativos sin anticuerpo

primario, que si se hicieron en nuestro trabajo (Fig.16, 19B, 20B)

Actualmente, a los investigadores que utilizan anticuerpos o estudios con
células fijadas y permeabilizadas, se les recomienda que los hallazgos deben ser
complementadas con imagenes tomadas en células vivas (74). Al respecto, las sondas
pequenas (small-molecule probe), creadas para visualizar estructuras G-cuadruplex en
células vivas, han arrojado resultados que se contraponen a los producidos mediante la
utilizacion de anticuerpos. Por ejemplo, Shivalingam et al (59) desarrollaron la sonda
pequefa DAOTA-M2, la cual reveld, en células vivas, un patrén de tincidon nuclear
difuso con algunos focos en el citoplasma. Las publicaciones de Laguerre et al (58,62)
también ponen a prueba el compuesto N-TASQ para visualizar estructuras G4 en
células vivas. Sus resultados muestran un patrén de tincion citoplasmatico difuso; sin
embargo, los detalles metodoldgicos publicados no permiten comprender a cabalidad el

procedimiento (58).

7.2. Granulos de estrés celular

En esta tesis, el proceso de estandarizacion de la inmunofluorescencia se realizo
en células no sincronizadas, dando como resultado un patrén de marcacion
correspondiente a focos fluorescentes delimitados al nlcleo de las células (Fig. 17F).
Sin embargo, al realizar la inmunofluorescencia en células sincronizadas en la fase S
del ciclo celular, este patron cambid a la presencia de focos fluorescentes en el nucleo
y una gran cantidad en el citoplasma (Fig. 19 y 20). Lo anterior se contrapuso al
patron nuclear mostrado en las publicaciones previas que también han utilizado
métodos para sincronizar cultivos celulares (15,65,70). En la reevaluacion de la
metodologia utilizada, se descarté la posibilidad de que los focos fluorescentes
correspondiesen a estructuras G-cuadruplex formadas por RNA (RNA-G4) (16), debido
al uso sistematico de RNAasa A antes de la incubacién con el anticuerpo BG4; cuyo

efecto negativo se observa en la figura 16. Por lo tanto, pensamos que el protocolo
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utilizado detectd estructuras G-cuadruplex formadas por DNA en el citoplasma de
células sincronizadas.

Al respecto, Byrd et al. (84), mostraron evidencias que estructuras G4
presentes en el DNA, participan en formacién de granulos de estrés en el citoplasma.
Asi fue que, estrés oxidativo inducido en células Hela, melanocitos, y células de
melanoma, mediante peroéxido de hidrégeno (H.0:), indujo que estructuras G4 fuesen
detectadas en el citosol; las que co-localizaron con proteinas que forman parte de los
granulos de estrés como TIAl1 y G3BP (97). Para evaluar si el patron de
inmunomarcacion citoplasmatico, detectado en nuestro protocolo en células
sincronizadas, pudiese corresponder a estructuras G4 presentes en granulos de estrés,
se decidid replicar uno de los experimentos mostrados por Byrd et al. (84): Células
MCF-7, no sincronizadas, fueron tratadas con H»0, 0,5 mM por 2 horas antes de ser
fijadas. La inmunodeteccion con el anticuerpo BG4 mostré que la localizacion de la
marca fue principalmente citoplasmatica (Fig. 21B), a diferencia de las células no
tratadas con H,0,, donde la marcacion fue nuclear (Fig. 21A). Por lo tanto,
interpretamos que el tratamiento con mimosina (utilizada para sincronizar el ciclo
celular) y/o la detencion del ciclo celular, seria el desencadenante de estrés celular.

Los resultados que se obtuvieron en esta investigacidon, se encuentran en
concordancia con la publicaciéon de Byrd et al (84), sin embargo se contraponen con la
publicacién original de Biffi et al (15), en donde también se utilizd mimosina para
sincronizar células de la linea MCF-7, pero no fue reportado ningin cambio en el
patron de localizacidon de las estructuras G4.

El principal hallazgo de esta tesis, evidencia que el tipo de fijador influye en la
cantidad de estructuras G-cuadruplex que se detectan mediante técnicas de
inmunodeteccion. Lo que muestra que las técnicas de fijacion y, en segundo caso, de
sincronizacion celular, no son facilmente reproducibles. Como se menciond
anteriormente, la utilizacion de anticuerpos en células fijadas representa la principal
evidencia de que estas estructuras se forman dentro de las células; aun asi, la
discordancia entre la deteccién en un contexto in vivo versus células fijadas, todavia
mantiene el escepticismo de su existencia. Por lo tanto, para evidenciar su existencia
in vivo y dilucidar el posible el rol de estas estructuras dentro de las células, se
necesitaran nuevas investigaciones, que vayan en paralelo con el desarrollo de nuevos
métodos de deteccion de estas estructuras; lo que, a juicio del autor de esta tesis,

deberan enfocarse en pesquisar el plegamiento in situ e in vivo de estas estructuras.
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8. CONCLUSION

En esta investigacion se puso en evidencia que el tipo de fijador que se utilice, ya sea
un fijador de tipo aditivo o coagulante, altera las propiedades de la inmunodeteccion e
incide en la cantidad de estructuras G-cuddruplex detectadas mediante el uso del
anticuerpo BG4.

El presente trabajo servira para plantear la necesidad de estandarizar los métodos
para detectar estructuras G-cuadruplex mediante anticuerpos, y ademas sugiere seguir
desarrollando nuevas técnicas para detectar estas estructuras dentro de las células, y

de esta manera estudiar el rol bioldgico que estas poseen.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1. Protocolo tincion con yoduro de propidio para analisis de ciclo

celular.

Cosecha de células min
Sacar placa (s) de 6 pocillos del incubador y mirarlas en microscopio invertido 5
Trasladar placa a lab. Biologia molecular (desde este punto no se necesita 5
esterilidad)

Quitar medio de cultivo y guardarlo en tubos de centrifuga de 15mL debidamente 5
rotulados

Lavar pocillos con 1 mL de PBS 5
Incubar pocillos con 500 pl de tripsina x 3 min (5 min max) 5
Inactivar tripsina con 500-1000 pl de medio de cultivo con SFB 5
Tomar todo el medio con células y traspasar a los tubos de 15mL que previamente | 5
tenian medio (Resuspender al menos 10 veces tomando todo el contenido y

soltandolo en la pared del tubo para separar las células)

Centrifugar a 200g por 5 min a 4°C 5
Eliminar sobrenadante (voltear rapidamente el tubo y secar el borde con papel) 5
Fijacion

Afadir 1 ml de etanol 70% frio a -20°C gota a gota sobre el pellet y aplicar vortex | 30
brevemente. Si queda pellet, Resuspender con micropipeta. Dejar fijando durante

al menos 30 min a -20°C. Las células pueden permanecer a -20°C durante

semanas.

Afadir 4 mL de PBS y resuspender 5
Centrifugar a 200g por 5 min 5
Eliminar sobrenadante (voltear rapidamente el tubo y secar el borde con papel) 5
Resuspender en 1ml de PBS 5
Centrifugar a 200g por 5 min 5
Eliminar sobrenadante (voltear rapidamente el tubo y secar el borde con papel) 5
Tincion Yoduro de propidio

Incubar en 500 pl de solucidén yoduro de propidio: 100 ug/ml RNasa A en PBS + 50 | 15
HMg/ml yoduro propidio. Durante 15-30 min a 37° C.

Traspasar a tubos de citdmetro 5
Obtencion de datos en citometro de flujo

Crear en citdmetro dot plot FSC- SSC, dot plot FL2-A vs FL2-W, histograma FL2-A. | 5
Colocar como parametro DDM FL2 1
Colocar FL2 como amplificacion lin y ajustar voltaje a 430-450 y amp gain en 1.00 |1
Colocar amp gain de FL2-A y FL2-W en 1.00 1
Correr muestra en modo setup y crear gate en dot plot FL2-A vs FL2-W de manera | 1
gue se excluyan los dobletes o cimulos de células

Colocar el gate creado en el histograma FL2-A y setear para que se detenga al 1
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capturar 20.000 de estos eventos

Correr muestra a velocidad lenta o media (nunca alta)

10

Guardar datos

Analisis de datos

En FlowJ]o abrir archivo y crear dot plot FCS vs SSC. Dividir en 4 cuadrantes de
manera que el cuadrante 3 quede en 200.

Seleccionar cuadrante 2 y crear dot plot FL2-W vs FL2-A. Crear gate de cumulo de
células individuales.

Seleccionar gate y aplicar opcion “Cell Cycle Analysis”

Exportar datos a planilla Excel.
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10.2. Anexo 2. Protocolo de inmunofluorescencia para células cultivadas en

cubreobjetos utilizando el anticuerpo BG4.

Sembrado de cubreobjetos min
En placas de cultivo de 12 pocillos colocar un cubreobjeto redondo estéril por 5
pocillo.

Sembrar la cantidad adecuada de células en c/cubreobjeto contenida en un 30
volumen maximo de 100uL. Tratar de que los 100uL queden solamente sobre el
cubreobjeto y no toque el pocillo. Como maximo sembrar 50.000 células por
cubreobjeto si la IF se va a realizar al dia siguiente. Calcular 30 horas de tiempo

de duplicacién. Dejar con cuidado la placa en el incubador durante 15-30 min para

que las células se adhieran al cubreobjeto

Afadir con cuidado y por el borde opuesto al cubreobjeto, 1ImL de medio de cultivo | 5
al pocillo

Fijacion

Eliminar medio de cultivo. 5
Lavar con 500uL PBS. 5
Utilizando la misma placa de cultivo, afiadir 1 mL PFA 4% en PBS durante 15 mina | 15
temperatura ambiente, o metanol 100% enfriado a -20°C, durante 15 minutos.

Lavar con 1 mL PBS durante 5 minutos en pocillo. 5
Lavar con 1 mL PBS durante 5 minutos en pocillo. 5
Lavar con 1 mL PBS durante 5 minutos en pocillo. 5
Preparacion de camara de incubacion

Cortar trozos de parafilm un poco mas grande que el ancho de un portaobjetos.

Colocar el parafilm sobre el portaobjetos y estirar solo los bordes. Sobre el

parafilm se colocaran las gotas de los reactivos donde se incubaran las células.

Con una pinza trasladar cubreobjetos redondos sobre la gota de reactivo en el

parafilm. Tener mucho cuidado y asegurarse de colocar los cubreobjetos con las

células hacia abajo sobre la gota.

Permeabilizacion

Permeabilizar con Tritdn x-100 0,2% en PBS por 10 minutos a 37°C. en pocillo. 10
500pl por cubreobjeto

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador 5
Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador 5
Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador 5
Tratamiento con RNasa

Tratar con 25uL de RNasa A (100ug/ml de RNasa A en PBS) por 30 min a 37°C. 30
sobre Parafilm.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador. 5
Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador. 5
Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador. 5
Bloqueo de sitios inespecificos

Bloquear con Cas-Block durante 30 min a temp. Amb. 25ul por cubreobjeto en 30
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parafilm.

Incubacion anticuerpo primario

Tomar el cubreobjeto con Cas-Block e Incubar con Anticuerpo primario BG4 1:12,5
(80 ng/uL) disuelto en PBST + Cas-Block 10%. Durante 1 hora 30min sobre
parafilm en cdmara humeda a 37°C. 15ul por cubreobjeto

90

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

(SRR ARG RNC, N0, ]

Incubacion anticuerpo secundario

Incubar con anticuerpo secundario anti-HIS Dylight488 1:100 (10 ng/uL ) disuelto
en PBST + Cas-Block 10% durante 1 hora 30 min sobre parafilm en camara
himeda y oscuridad. 25ul por cubreobjeto

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

oo

Contraste nuclear

Incubar células con Dapi 1ug/ml en PBS por 20 min. 50uL por cubreobjeto en
pocillo.

Lavar con 500uL de PBST durante 5 minutos en pocillo sobre agitador.

Montaje

Colocar 10 pL de medio de montaje hidrofilo con anti-fading en un portaobjeto
limpio y rotulado. Con una pinza, tomar el cubreobjetos y colocarlo con las células
hacia abajo sobre la gota de medio de montaje

Esperar 20 min de secado a temp. Amb. Y Sellar el borde del cubreobjeto con

esmalte de ufia para prevenir el secado de la preparacion. almacenar en oscuridad.

20

Analisis en microscopio de epifluorescencia.

Configurar el microscopio para Dapi y observar a 100x

Configurar el microscopio para DyLight 488 y observar a 100x. Tiempo de
exposicion entre 42 y 56. Min 187. Max 485
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10.3. Anexo 3. Procesamiento de imagenes

Cada imagen tomada en el microscopio fue sometida a un proceso de “limpieza”
mediante deconvolucién 3D y posteriormente se ajusto el brillo y contraste en 20 y 80

respectivamente (Fig. 23)

Figura 23: Procesamiento de imagenes. A: Imagen original. B: Imagen sometida a
deconvolucién 3D, Brillo 20, contraste 80. Barra de escala=20um

63



10.4. Anexo 4. Cuantificacion de seial inmunofluorescente mediante ITCN.

El conteo de focos inmunofluorescentes se realizé en el programa Image] mediante el

plugin ITCN. Para realizar el conteo se realizaron los siguientes pasos: la imagen se

abre en Imagel (Fig. 24A), se invierten los colores (Fig. 24B), se transforma a una

imagen 8-bit (Fig. 24C), y se selecciona el area de conteo (Fig. 24D). Luego, se inicia

el plugin, y se completa el cuadro dialogo con los siguientes valores: Width 5,

Minimum distance 2,5, Thresold 5. Se selecciona “Detect dark peaks”, y se presiona

count. El programa crea una nueva imagen resaltando todas las areas que considerd

en el conteo (Fig. 24E), y un cuadro resumen con la cantidad e peaks contabilizado

(Fig. 24F).
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Figura 24: Conteo de focos inmunofluorescentes mediante imagel. A: Imagen inicial. B:
Inversion de colores. C: Imagen 8-bit. D: Area de conteo seleccionada. E: Peaks considerados en

el conteo. F: Cuadro resumen.
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10.5. Anexo 5. Histogramas de ciclo celular

10.5.1.

Sincronizacion de cultivos en GO/G1

Los histogramas de ciclo celular obtenidos en el experimento de sincronizacion de

cultivos en GO/G1 mediante la deplecion de SFB, son presentados en la figura 25.
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Figura 25: Histogramas de analisis de ciclo celular en medio de cultivo sin SFB. A: 0 horas. B: 8
horas. C: 16 horas. D: 24 horas. E: 32 horas post incubacién con medio sin SFB.
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10.5.2.

Sincronizacion de cultivos en G1/S

Los histogramas de ciclo celular obtenidos en el experimento de sincronizacion de

cultivos en G1/S mediante mimosina 200 pM, son presentados en la figura 26
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Figura 26: Histogramas de analisis de ciclo celular en medio de cultivo con mimosina 200 pM. A: 0
horas. B: 8 horas. C: 16 horas. D: 24 horas post incubacion con medio + SFB +. mimosina 200 uM

10.5.3. Sincronizacion de cultivos en S
Los histogramas de ciclo celular obtenidos en el experimento de sincronizacién de
cultivos en S mediante la incubaciéon con medio libre de mimosina, son presentados en

la figura 27.
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Figura 27: Histogramas de analisis de ciclo celular en medio de cultivo libre de mimosina. A: 0
horas. B: 1 hora. C: 2 horas. D: 3 horas. E: 4 horas. F:5 horas. G: 6 horas. H: 7 horas post incubacion con
medio libre de mimosina.
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10.6. Anexo 6. Test estadisticos ciclo celular

10.6.1. Sincronizacion de cultivos en GO/G1

Para averiguar si existen diferencias significativas con respecto al tiempo 0, y de ser
asi, cual tiempo genera estas diferencias, cada fase del ciclo fue analizada de manera
independiente.

10.6.1.1. %G1

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Estadistico | 0,890 F-ratio 0,884
p-value 0,068 p-value 0,507

Test paramétricos:

ANOVA 1 via

P-value < 0.0001

P-value resumen kak

NUumero de grupos 5

F 23,99

R squared 0,9056

Tabla ANOVA SS df MS

Tratamientos (entre columnas) 2170 4 542,5

Residuos (dentro de las columnas)|226,2 10 22,62

Total 2396 14

Test de comparacién [Mean Significativo?

multiple de Tukey Diff. q P < 0.05? Resumen |95% CI of diff
Ovs 8 -10,80 [3,933 No ns -23.58 t0 1.979
0vs 16 -25,10 [9,141 Si kxk -37.88 to -12.32
0 vs 24 -30,47 |11,10 Si *kx -43.25t0 -17.69
0vs 32 -30,27 |11,02 Si *orx -43.05to -17.49
8 vs 16 -14,30 [5,208 Si * -27.08 to -1.521
8 vs 24 -19,67 |7,162 Si ** -32.45 to -6.888
8 vs 32 -19,47 17,090 Si ** -32.25 to -6.688
16 vs 24 -5,367 |1,955 No ns -18.15t0 7.412
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16 vs 32

-5,167

1,882

No

ns

-17.95t0 7.612

24 vs 32 0

,2000

0,07284

No

ns

-12.58 to 12.98

10.6.1.2, %S

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk

Test de Levene

estadistico | 0,873 F-ratio 0,525
p-value 0,038 p-value 0,720
Test no paramétricos:

Test Kruskal-Wallis

P-value 0,0192

P-value resumen *

Numero de grupos 5

Estadistico Kruskal-Wallis 11,76

Test de comparaciéon |Difference in [Significativo?
multiple de Dunn rank sum P < 0.05? Resumen
0Ovs 8 1,667 No ns

0vs 16 7,167 No ns

0 vs 24 10,83 Si *

0 vs 32 7,000 No ns

8 vs 16 5,500 No ns

8 vs 24 9,167 No ns

8 vs 32 5,333 No ns

16 vs 24 3,667 No ns

16 vs 32 -0,1667 No ns

24 vs 32 -3,833 No ns
10.6.1.3. %G2

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk

Estadistico | 0,910

p-value 0,138

Test de Levene

F-ratio

0,235

p-value

0,912
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Test paramétricos:

ANOVA 1 via

P-value 0,0080

P-value resumen **

Numero de grupos 5

F 6,404

R squared 0,7192

Tabla ANOVA SS df MS

Tratamiento (entre columnas) 157,9 4 39,47

Residuos (dentro de las columnas)|61,63 10 6,163

Total 219,5 14

Test de comparacion |Mean Significativo?

multiple de Tukey Diff. q P < 0.05? |Resumen |95% CI of diff
0O vs 8 7,757 5,412 |Si * 1.086 to 14.43
0vs 16 8,117 5,663 |Si * 1.446 to 14.79
0 vs 24 8,333 5,814 |Si * 1.663 to 15.00
0vs 32 8,180 5,707 |Si * 1.509 to 14.85
8 vs 16 0,3600 10,2512 [No ns -6.311 to 7.031
8 vs 24 0,5767 10,4023 |No ns -6.094 to 7.247
8 vs 32 0,4233 10,2953 [No ns -6.247 to 7.094
16 vs 24 0,2167 |0,1512 |No ns -6.454 to 6.887
16 vs 32 0,06333 |0,04419|No ns -6.607 t0 6.734
24 vs 32 -0,1533 10,1070 |No ns -6.824 to 6.517
10.6.2. Sincronizacion de cultivos en G1/S

Para averiguar si existen diferencias significativas con respecto al tiempo 0, y de ser
asi, cual tiempo genera estas diferencias, cada fase del ciclo fue analizada de manera
independiente.

10.6.2.1. %G1

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Estadistico | 0,975 F-ratio 0,283
p-value 0,959 p-value 0,837
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Test paramétricos:

ANOVA 1 via

P value 0,0102

P value resumen *

Numero de grupos 4

F 7,531

R squared 0,7385

Tabla ANOVA SS df MS

Tratamientos (entre columnas) 101,7 3 33,89

Residuos (dentro de las columnas)|36,00 8 4,500

Total 137,7 11

Test de comparacion |Mean Significativo?

multiple de Tukey Diff. q P < 0.05? |Resumen |95% CI of diff

0O vs 8 -4,767 13,892 |No ns -10.31 to 0.7802
0vs 16 -7,800 |6,369 |Si ok -13.35 to -2.253
0 vs 24 -2,200 [1,796 |No ns -7.747 to 3.347
8 vs 16 -3,033 2,477 |No ns -8.580 to 2.514
8 vs 24 2,567 [2,096 |No ns -2.980 t0 8.114
16 vs 24 5,600 |4,572 |Si * 0.05313 to 11.15
10.6.2.2. %S

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk

Estadistico | 0,938

p-value 0,479

Test paramétricos:

Test de Levene

F-ratio

0,431

p-value

0,736

ANOVA 1 via

P value 0,1329
P value resumen ns
Ndmero de grupos 4

F 2,506
R squared 0,4845
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Tabla ANOVA SS df MS

Tratamientos (entre columnas) 4,749 3 1,583

Residuos (dentro de las columnas)|5,053 8 0,6317

Total 9,803 11

Test de comparacion Significativo?

multiple de Tukey Mean Diff. |qg P < 0.05? Resumen|95% CI of diff
Ovs 8 1,267 2,760 |No ns -0.8115 to 3.345
0O vs 16 0,3667 0,7991 |No ns -1.712 to 2.445
0 vs 24 1,533 3,342 |No ns -0.5449 to 3.612
8 vs 16 -0,9000 1,961 |No ns -2.978t0 1.178
8 vs 24 0,2667 0,5811 |No ns -1.812 to 2.345
16 vs 24 1,167 2,543 |No ns -0.9115 to 3.245
10.6.2.3. %G2

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Statistic 0,761 F-ratio 0,474
p-value 0,003 p-value 0,709
Test no paramétricos:

Test Kruskal-Wallis

P value 0,0378

P value resumen *

NUmero de grupos 4

Estadistico de Kruskal-Wallis 8,436

Test de comparacion |Difference in |Significativo?

multiple de Dunn rank sum P < 0.05? Resumen

Ovs 8 4,000 No ns

0 vs 16 8,333 Yes *

0 vs 24 5,667 No ns

8 vs 16 4,333 No ns

8 vs 24 1,667 No ns

16 vs 24 -2,667 No ns
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10.6.3. Sincronizacion de cultivos en S

Para averiguar si existen diferencias significativas con respecto al tiempo 0, y de ser
asi, cual tiempo genera estas diferencias, cada fase del ciclo fue analizada de manera
independiente.

10.6.3.1. %G1

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Estadistico | 0,738 F-ratio 1,359
p-value 0,000 p-value 0,287

Test no paramétricos:

Test Kruskal-Wallis

P value 0,0053

P value resumen *x

Numero de grupos 8

Estadistico Kruskal-Wallis 20,11

Test de comparacion |Difference |Significativo?
multple de Dunn in rank sum|P < 0.05? Resumen
Ovs1 -2,000 No ns
Ovs?2 2,000 No ns
Ovs 3 6,000 No ns
Ovs4 11,67 No ns
Ovs5 15,83 Si *
Ovs 6 14,50 No ns
0Ovs7 12,00 No ns

10.6.3.2. %S

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Estadistico | 0,712 F-ratio 2,674
p-value 0,000 p-value 0,049
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Test no paramétricos:

Test Kruskal-Wallis

P-value 0,0054
P-value resumen **

Numero de grupos 8

Estadistico Kruskal-Wallis 20,06

Test de comparacion |Difference [Significativo?
multiple de Dunn in rank sum|P < 0.05? Resumen
Ovs1 1,000 No ns
Ovs?2 -3,000 No ns
Ovs 3 -6,667 No ns
Ovs 4 -12,67 No ns
Ovs 5 -16,83 Si *
Ovs 6 -14,00 No ns
Ovs7 -13,17 No ns

10.6.3.3. %G2

Supuestos para pruebas paramétricas:

Test Shapiro-Wilk Test de Levene
Estadistico | 0,912 F-ratio 0,481
p-value 0,039 p-value 0,835

Test no paramétricos:

Test Kruskal-Wallis

P-value 0,0064
P-value resumen *x

NUmero de grupos 8

Estadistico Kruskal-Wallis 19,64

Test de comparacién Difference |Significativo?
multiple de Dunn in rank sum|P < 0.05? Resumen
Ovs1 2,000 No ns
Ovs?2 -0,3333 No ns
Ovs 3 3,000 No ns
Ovs4 15,67 Si *
Ovs5 16,17 Si *
Ovs 6 9,667 No ns
Ovs?7 11,17 No ns




10.7. Anexo 7: Ensayo piloto y test estadisticos en el conteo de focos

inmunofluorescentes

10.7.1. Experimento piloto

Del experimento piloto se obtuvieron los siguientes valores:

Piloto Grupo 1 Grupo 2
Media 122,05 69,67
Desviacion estandar | 91,82 75,20

Al ingresar estas cifras en G-power, se obtuvo un tamafio del efecto de 0,6341815.

De acuerdo al experimento piloto y los valores ingresados en G-power, para un nivel

de significancia del 1%(a=0.01), un poder fijado al 99% (1-B) y un tamafio del efecto

de 0,6341815, el tamafio de muestra por cada grupo es de 122. Dicho valor fue

considerado como el minimo tamafio de muestra.

10.7.2. Test estadisticos

Supuestos para pruebas paramétricas

Test Shapiro-Wilk | PFA MeOH
Estadistico 0,775 0,844
p-value 0,000 0,000

Test no paramétrico:

Test Levene

F-ratio

2,585

p-value

0,000

Tabla Analizada

Columna A PFA

Vs VS
Columna B MeOH
Test de Mann Whitney

P value < 0.0001
P-value resumen rk

¢las medianas son significativamente
diferentes? (P < 0.05) Si

Sum of ranks in column A,B 139808 , 171847
Mann-Whitney U 55550

80




