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Resumen 

 

Estudio Celular y Molecular del Gen POLR3A asociado al Síndrome Progeroide 

Neonatal (Síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch) 

 

El síndrome de Wiedemann-Rautenstracuh (WRS) ha sido caracterizado como una 

entidad progeroide neonatal o de envejecimiento prematuro. Este grupo de síndromes 

tienen en común cambios monogenéticos que contribuyen a la aparición de fenotipos de 

envejecimiento que se evidencian en distintas etapas del desarrollo del individuo e in vitro 

presentan senescencia celular prematura. El WRS presenta un patrón de herencia 

autosómica recesiva cuya etiología es poco conocida. Recientemente se han descrito 

mutaciones en el gen POLR3A que codifica la subunidad catalítica A de la RNA polimerasa 

III. Esta enzima sintetiza un grupo de RNAs pequeños no codificantes (snRNAs), entre 

ellos tRNAs, 5S rRNA y U6 snRNA, que son importantes para el correcto funcionamiento 

del nucleolo, el ensamblaje de ribosomas, la traducción de proteínas y el metabolismo 

celular. Se planteó como objetivo describir las características celulares y moleculares de 

los fibroblastos WRS y la relación con un modelo de pérdida de función. Métodos: Se 

cultivaron fibroblastos primarios de dos pacientes WRS con variantes monoalélicas: 

WRS1[POLR3A c.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs*12)] y WRS2 [POLR3A c.3G>T (p. 

Met1Leu*)]; fibroblastos knockout (KO) [POLR3A -/-] y fibroblastos control [POLR3A +/+]. 

Se determinó la expresión global de RNA mediante RNAseq, identificando los genes 

diferencialmente expresados de cada conjunto de datos, los cuales fueron filtrados y 

analizados según los criterios de exclusión a nivel estadístico y biológico. Se llevó a cabo 

un análisis de enriquecimiento funcional con las bases de datos Gene Ontology (GO) y 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Por RTqPCR, inmunofluorescencia 

y western blot, se analizaron los patrones de expresión de POLR3A, la expresión y 

localización de marcadores nucleolares y los niveles de marcadores de senescencia 

celular. Resultados: Se observó que hay un desbalance en la transcripción de los genes 

diana de la RNA Polimerasa III. Se encontraron perfiles de expresión diferenciales y se 
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identificaron los genes diferencialmente expresados (DEGs) de cada conjunto de datos, 

siendo 204 en común entre el fenotipo WRS y 147 con la condición KO. El análisis de 

enriquecimiento funcional mostró sobrerrepresentadas múltiples categorías, entre ellas la 

vía PI3K-Akt, la interacción del receptor con la matriz extracelular, el metabolismo del 

retinol y la regulación de la respuesta inflamatoria. Se detectó una mayor área de 

inmunoreactividad de los componentes nucleolares en los fibroblastos WRS, mientras que 

el grupo KO muestra una reducción; a nivel transcripcional y traduccional, hay un 

desbalance de los distintos componentes estructurales, acompañado de la reducción de 

la síntesis de los precursores ribosomales. Por último, se encontró una regulación al alza 

de los marcadores de senescencia celular P53/P21, P16/RB y GLB1. Conclusión: Las 

células WRS experimentan un proceso de senescencia celular prematura asociado a las 

mutaciones de POLR3A que conducen a una alteración de su función transcripcional. Esto 

resulta en un aumento en el área nucleolar, un desequilibrio en la producción de los 

componentes nucleolares y una alteración en la biogénesis ribosomal. Además, el análisis 

de enriquecimiento funcional reveló que múltiples vías de señalización están 

comprometidas como la supervivencia celular, la interacción y organización de  la matriz 

extracelular y regulación de la respuesta inflamatoria. Estos hallazgos contribuyen a 

mejorar nuestra comprensión de los mecanismos subyacentes del WRS, que explican la 

alteración funcional de POLR3A y que dan lugar al fenotipo de envejecimiento prematuro 

y senescencia celular. También, amplían nuestra comprensión del panorama funcional del 

complejo RNA Polimerasa III en diversos componentes celulares, procesos biológicos y 

funciones moleculares.  

 

Palabras clave: Síndrome Progeroide, Senescencia Celular, Envejecimiento humano, 

RNA Polimerasa III Subunidad A, POLR3A, Nucleolo, RNA-seq  
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Abstract  

Cellular and Molecular Study of the POLR3A Gene Associated with Neonatal 

Progeroid Syndrome (Wiedemann-Rautenstrauch Syndrome) 

 

Wiedemann-Rautenstracuh Syndrome (WRS) has been characterized as a neonatal 

progeroid entity or premature aging disorder. This group of syndromes share monogenetic 

changes that contribute to the emergence of aging phenotypes manifested at different 

stages of individual development and display premature cellular senescence in vitro. WRS 

follows an autosomal recessive inheritance pattern, and its etiology is poorly understood. 

Recently, mutations in the POLR3A gene, which encodes the catalytic subunit A of RNA 

polymerase III, have been described. This enzyme synthesizes a group of small non-coding 

RNAs (snRNAs), including tRNAs, 5S rRNA, and U6 snRNA, which are crucial for proper 

nucleolar function, ribosome assembly, protein translation, and cellular metabolism. The 

objective of this study was to describe the cellular and molecular characteristics of WRS 

fibroblasts and their relationship with a loss-of-function model. Methods: Primary 

fibroblasts were cultured from two WRS patients with monoallelic variants: WRS1 [POLR3A 

c.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs12)] and WRS2 [POLR3A c.3G>T (p. Met1Leu)], as 

well as knockout (KO) fibroblasts [POLR3A -/-] and control fibroblasts [POLR3A +/+] were 

included. Global RNA expression was determined using RNAseq, identifying the 

differentially expressed genes in each dataset, which were filtered and analyzed based on 

statistical and biological exclusion criteria. Functional enrichment analysis was performed 

using the Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

databases. Expression patterns of POLR3A, nucleolar marker expression and localization, 

and cellular senescence markers were analyzed using RT-qPCR, immunofluorescence, 

and western blotting. Results: It was observed that there is an imbalance in the 

transcription of target genes of RNA Polymerase III. Differential expression profiles were 

found, and the differentially expressed genes (DEGs) were identified in each dataset, with 

204 genes in common between the WRS phenotype and 147 genes compared to the KO 

condition. Functional enrichment analysis showed multiple overrepresented categories, 

including the PI3K-Akt pathway, receptor interaction with the extracellular matrix, retinol 

metabolism, and regulation of the inflammatory response. A greater area of 

immunoreactivity in nucleolar components was detected in WRS fibroblasts, while the KO 

group showed a reduction. At the transcriptional and translational level, there was an 
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imbalance in different structural components, accompanied by a decrease in the synthesis 

of ribosomal precursors. Finally, an upregulation of cellular senescence markers P53/P21, 

P16/RB, and GLB1 was found. Conclusion: WRS cells undergo a process of premature 

cellular senescence associated with POLR3A mutations, which lead to an alteration in their 

transcriptional function. This results in an increase in nucleolar area, an imbalance in the 

production of nucleolar components, and a disruption in ribosomal biogenesis. 

Furthermore, the functional enrichment analysis revealed that multiple signaling pathways 

are compromised, including cell survival, interaction and organization of the extracellular 

matrix, and regulation of the inflammatory response. These findings contribute to improving 

our understanding of the underlying mechanisms of WRS, explaining the functional 

impairment of POLR3A, and resulting in the phenotype of premature aging and cellular 

senescence. They also broaden our understanding of the functional landscape of the RNA 

Polymerase III complex in various cellular components, biological processes, and 

molecular functions. 

 

Keywords:  Progeroid Syndrome, Cellular Senescence, Human Aging, RNA Polymerase 

III Subunit A, POLR3A, Nucleolus, RNA-seq 
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1. Introducción  

1.1 Envejecimiento 

No hay unanimidad respecto a la definición del envejecimiento, pero una aproximación 

desde el punto de vista biológico lo considera como un proceso universal, progresivo e 

intrínseco en el cual se acumulan cambios perniciosos, que comprometen la fisiología del 

organismo, acompañado por la disminución de la fertilidad y el incremento de la mortalidad 

con el paso del tiempo (Kipling et al., 2004). Alrededor del envejecimiento se han planteado 

distintas teorías entre ellas la teoría del soma dispensable (Kirkwood & Rose, 2020), la 

teoría del pleiotropismo antagónico (Austad & Hoffman, 2018; Ungewitter & Scrable, 2009), 

la teoría de acumulación de mutaciones, entre otras. A partir de estas teorías se ha 

sugerido que los cambios asociados al envejecimiento pueden ser programados o 

estocásticos y también impredecibles, junto con la existencia de un conjunto articulado de 

mutaciones y polimorfismos que pueden tener como efecto potencial uno o varios fenotipos 

senescentes (Troen, 2003; Warner & Sierra, 2003). 

En cuanto a la historia de la biología del envejecimiento, inicialmente se consolidó como 

una disciplina descriptiva que ahora ha adoptado un enfoque intervencionista y 

experimental, resultando en la diversificación de modelos para el estudio y manipulación 

del envejecimiento. Dentro de los modelos animales, se han descrito varios genes que 

regulan el envejecimiento y que son determinantes en la longevidad en organismos 

invertebrados como nemátodos, moscas y mamíferos murinos (Hsu et al., 2003; Clancy et 

al., 2002; Carter et al., 2002). No obstante, las conclusiones derivadas de estos estudios 

pueden tener una aplicación limitada a la especie humana debido a las propiedades 

biológicas intrínsecas de cada especie que puede variar según la proximidad filogenética. 

Posteriormente, se han estudiado mutaciones causantes de síndromes de envejecimiento 

acelerado en humanos y el desarrollo de modelos animales que recrean estas 

enfermedades, cuyos fenotipos han contribuido a la caracterización de tejidos y órganos 

para explicar los cambios durante el proceso de envejecimiento normal. Por otra parte, 

existen algunas entidades patológicas que han sido caracterizadas como enfermedades 

vinculadas con procesos de envejecimiento (Burtner & Kennedy, 2010; Harkema et al., 

2016). 

Sin embargo, si el envejecimiento se considera como un proceso biológico atípico, los 

eventos subyacentes a este proceso podrían variar entre especies (Kirkwood & Rose, 

2020; Partridge & Gems, 2002; Kirkwood, 1996). En efecto, es aceptado que los cambios 

relacionados con la edad son un ejemplo de un fenómeno biológico donde los resultados 

no son programados de la selección estricta sobre los mecanismos que aseguran el éxito 

reproductivo temprano para los cuales no parecen conservarse los mecanismos entre las 

especies (Hughes et al., 2002; Ricklef, 1998). En 2013, se habían planteado las principales 

características que sintetizan el fenómeno del envejecimiento en nueve eventos celulares 
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y moleculares: inestabilidad genómica, acortamiento de los telómeros, alteraciones 

epigenéticas, pérdida de proteostasis, desregulación en el sensado de nutrientes, 

disfunción mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre y alteración en 

la comunicación intercelular. (Lopez-Otin et al. ,2013). Recientemente, los mismos autores 

actualizaron la información disponible hasta la fecha, añadiendo 3 rasgos distintivos más: 

macroautofagia discapacitada, inflamación crónica y disbiosis; y compilando los estudios 

que emplean distintos modelos y terapias dirigidas a cada hallmark (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1. Hallmarks del envejecimiento. El esquema tomado del artículo de revisión 
de Lopez-Otin et al. (2023), ilustra los doce hallmarks del envejecimiento clasificadas en 
tres categorías jerárquicas: primarias, referidos a aquellos eventos que reflejan el daño 
biomolecular donde se incluyen inestabilidad genómica, acortamiento de los telómeros, 
alteraciones epigenéticas,  pérdida de proteostasis y macroautofagia discapacitada; 
antagonistas, los cuales reflejan una respuesta al daño, entre ellos desregulación en el 
sensado de nutrientes, disfunción mitocondrial y senescencia celular; e integrativos, los 
cuales surgen cuando el daño infligido por los primarios y los antagonistas no puede ser 
compensado más, y conduce al agotamiento de células madre, alteración en la 
comunicación intercelular, inflamación crónica y disbiosis. 

1.2 Síndromes Progeroides 

El establecimiento de un modelo de envejecimiento humano debe permitir el estudio directo 

en nuestra especie, empero, esta alternativa supone dificultades prácticas debido al 
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carácter poligénico de muchas patologías asociadas al envejecimiento. Una opción alterna 

es el estudio de enfermedades genéticas humanas conocidas como síndromes 

progeroides, cuyos fenotipos exhiben algunas características del envejecimiento humano 

(Brown,1992). 

 

Los síndromes progeroides suelen clasificarse entre entidades unimodales, en los cuales 

se afectan un sistema, órgano o tejido; o segmentales, si se ven afectados un conjunto de 

tejidos o sistemas (Martin, 2005; Puzianwska-Kuznicka & Kuznicki, 2005). A pesar de ser 

condiciones propias de la especie humana, estas no resultan ser fenocopias exactas del 

proceso de envejecimiento normal, de forma tal que se constituyen como una herramienta 

para el análisis de cambios genéticos, moleculares y celulares específicos que pueden 

extrapolarse a los del envejecimiento normal. 

Dentro de los síndromes progeroides segmentales más estudiados se encuentran el 

síndrome de Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), síndrome de Werner, el síndrome de 

Cockayne, Rothmund-Thompson, Bloom, Xeroderma Pigmentosa y Tricotiodistrofia ( 

Puzianwska-Kuznicka & Kuznicki, 2005). En los anteriores, se han descrito cambios 

monogenéticos específicos que influyen en la aparición de características fenotípicas 

senescentes en diversas etapas de la vida post-natal (Eriksson et al., 2003). De forma 

paralela, se han descrito patrones transversales a los síndromes progeroides en los cuales 

se destacan eventos moleculares tales como defectos metabólicos, inflamación, 

agotamiento de las células madre, entre otros procesos (Figura 1.2), que se asemejan a 

los patrones del envejecimiento fisiológico y se consolidan como modelos de estudio de 

este fenómeno biológico. 

 

 

Figura 1.2. Hallmarks de los síndromes progeroides. La  figura tomada de Carrero et 
al. (2016) muestra los 9 hallmarks comunes entre los síndromes progeroides, los cuales 
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recapitulan las características más notables y definen los mecanismos a nivel celular y 
molecular que subyacen a la patogenia de estas enfermedades. 

1.3 Senescencia Celular 

La senescencia celular se define como un estado de salida indefinido del ciclo celular en 

respuesta a diferentes tipos de estrés intra y extra celular, asociado a cambios en el 

fenotipo y metabolismo celular (Campisi, 1997; Campisi & Robert, 2014; Herranz & Gil, 

2018). Durante este proceso ocurren varios eventos que incluyen la alteración en el 

comportamiento de los lisosomas (Dimri et al., 1995), la secreción de diversos factores 

proinflamatorios, también conocido como fenotipo secretor asociado a la senescencia 

(SASP) (Herranz & Gil, 2018; Ovadya & Krizhanovsky, 2014) y reacomodación del material 

genético en el núcleo (Romá-Mateo et al., 2019; Ellis & Shackleton, 2011). 

Uno de los fenómenos asociados a la senescencia es el límite de Hayflick. Este se refiere 

al número limitado de doblajes poblacionales en cultivo que observó Leonard Hayflick 

trabajando con fibroblastos humanos, que supone la base de la denominada senescencia 

replicativa, y que corresponde al desgaste progresivo de los telómeros a un punto crítico 

que puede afectar las regiones codificantes (Hayflick, 1974; Childs et al., 2015). En 

concatenación con lo anterior, estudios adicionales con fibroblastos provenientes de 

biopsias humanas reportaron una relación inversamente proporcional entre el número de 

pases necesarios para alcanzar el límite Hayflick y la edad del donante (Allsopp et al., 

1995). En otras palabras, se refiere a la relación directa entre la senescencia replicativa in 

vitro y el envejecimiento in vivo. No obstante, otros reportes muestran evidencia de cultivos 

primarios que sobrepasan el número de doblajes estimado (Mathon et al., 2001), 

sugiriendo la posibilidad de un proceso de crecimiento indefinido de las células que se ve 

limitado por las condiciones del cultivo (Sherr & DePinho, 2000). 

 

En la actualidad, se reconoce la senescencia como un proceso dinámico, en el que 

participan en general dos vías moleculares principales que inducen el proceso de 

senescencia en respuesta a factores celulares internos y externos, controlados por los 

genes supresores tumorales p16/Rb y p53/p21 (Campisi & Robert, 2014). Sin embargo, 

existen otros cambios moleculares que son requeridos posteriormente para el 

mantenimiento del fenotipo senescente, muchos de los cuales continúan siendo 

desconocidos (Herranz & Gil, 2018).  La activación de las vías de señalización reguladas 

por p53 y p16 conducen a un estado de arresto del crecimiento relacionado con 

senescencia. Por una parte, p53 conduce a incremento en la expresión de p21, inhibición 

de CDK2 e hipofosforilación de RB, con la posterior salida del ciclo celular. Se considera 

que la senescencia controlada por p53 es un proceso que puede ser reversible 

dependiendo del tipo de estrés y la capacidad de reparación (Childs et al., 2015). Por otra 

parte, la activación de p16 inhibe a CDK4 y CDK6 y se asocia a arresto del ciclo celular 

más duradero e irreversible al prevenir la degradación de p53. Adicionalmente, existe una 

mayor expresión de p16 y p21 en tejidos de organismos adultos comparado con 

organismos jóvenes, e in vitro el establecimiento del fenotipo senescente en fibroblastos 
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está acompañado de la expresión de p16 (Sherr & DePinho, 2000; Ressler et al., 2006). 

Recientemente, la expresión de p16 es el biomarcador más aceptada para senescencia 

(Krishnamurthy et al., 2004). 

 

El potencial replicativo celular en relación con la longevidad se ha asociado a la aparición 

de enfermedades, en particular el cáncer, que a través del estudio de este fenómeno se 

han encontrado mecanismos asociados al control de la senescencia que podrían 

contrarrestar esta desregulación del crecimiento celular (Campisi, 2005). La senescencia 

celular al igual que la muerte celular, son los mecanismos más importantes para el control 

de las divisiones celulares indiscriminadas de las células potencialmente cancerosas, pero 

a la vez pueden generar alteraciones que deriven en procesos patológicos. En ese sentido, 

surge la idea del costo que representa el uso de esos mecanismos de control que evitan 

el cáncer, pero inhiben el recambio celular (pérdida de células madre) requerido en la 

fisiología normal. Es en particular este último punto, donde se ha planteado que la 

capacidad de retrasar la acumulación, o incluso reducir la aparición de células 

senescentes, constituye una posibilidad de prevenir y tratar muchas condiciones 

patológicas asociadas a la senescencia (Kirkland & Tchkonia, 2017).  
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2. Estado del Arte 

2.1 Síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch 

El síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch o síndrome progeroide neonatal (WRS) 

(OMIM: 264090) es un desorden genético con herencia autosómica recesiva, que 

pertenece al grupo de progerias segmentales y cuya etiología es poco conocida. En 1977 

se relacionaron por primera vez reportes de estos pacientes por Thomas Rautenstrauch y 

Friedemann donde se describían en dos hermanas características progeroides al 

nacimiento. Poco tiempo después, en 1979, Wiedemann reportaría en dos infantes 

masculinos pseudohidrocefalia y dientes natales que sugerían una entidad progeroide no 

reconocida previamente (Rautenstrauch & Snigula, 1977; Wiedemman, 1979). Entre las 

características clínicas (Figura 2.1) se incluyen baja talla y peso al nacer, facies 

envejecida, pseudohidrocefalia, suturas abiertas, alteración generalizada en osificación, 

dentición neonatal, atrofia de tejido celular subcutáneo, depósitos paradójicos de grasa en 

flancos y falanges, alteraciones bioquímicas particularmente disfunción endocrina  como 

hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperinsulinismo, entre otras (Arboleda et al., 

1997; Arboleda et al., 2011; Paolacci et al., 2017). Debido a características fenotípicas 

relacionadas con otros síndromes progeroides, el diagnóstico suele ser errado, lo que 

requiere un conocimiento profundo del fenotipo. Una de las características más 

importantes, que es transversal a la mayoría de los pacientes, es su corta sobrevida, 

siendo la expectativa de supervivencia media de 7 meses. Sólo 6 casos han mostrado una 

mayor sobrevivencia de entre los 6 meses a los 16 años (Wiedemman, 1979; 

Rautenstracuh et al., 1994; Thorey et al., 2003).  

En particular, los únicos dos reportes de seguimiento clínico a largo plazo de casos de 

WRS se ha llevado a cabo en un caso denominado paciente “G” descrito en 1977 para el 

cual se reportó una supervivencia de más de 16 años (Rautenstracuh et al., 1994). Así 

mismo, en Colombia se han reportado un par de casos con larga sobrevida que, al 

compararse el curso entre estos dos casos, se evidencian diferencias importantes 

específicamente a nivel neurológico, que muestran la variabilidad en la expresión del 

fenotipo (Arboleda et al., 2005). 
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Figura 2.1. Fenotipo facial de  3 pacientes con 8 meses de edad diagnosticados con 
síndrome Wiedemann-Rautenstrauch. En la figura tomada de Wiedemann (1979), se 
observa la similaridad de algunas características faciales en tres pacientes, los dos de la 
izquierda reportados por Rautenstrauch y el de la derecha por Wiedemann, los cuales 
presentan cráneo hidrocefaloide, cabello escaso, venas prominentes en el cuero 
cabelludo, orejas de implantación baja, hipoplasia de los huesos faciales, cara triangular y 
deficiencia generalizada de grasa subcutánea. 

2.1.1 Aspectos Genéticos y Moleculares 

Hasta hace poco, la etiología del WRS se mantenía desconocida. En conjunto, a partir de 

la colaboración de varios grupos de investigación nacionales e internacionales, se 

determinó que el WRS tiene un patrón de herencia autosómico recesivo, basado 

principalmente en datos de consanguinidad entre los padres, reportes de hermanos 

afectados y en la procedencia de la misma área geográfica (Wiedemann, 1937; 

Rautenstrauch et al., 1994; Pivnick et al., 2000; Arboleda et al., 2011; Paolacci et al., 2017). 

Una de las principales características del WRS son sus alteraciones endocrinas y 

metabólicas. Dentro de estas, se encuentran el hiperinsulinismo, que ha sido reportado en 

diversos casos, que podría reflejar resistencia a la insulina que ha sido vinculada a 

lipodistrofia generalizada (Arboleda et al., 1997; Pivnick et al., 2000; Arboleda & Arboleda, 

2005). Recientemente George y colaboradores, demostraron que mutaciones en la 

proteína kinasa B (AKT2) cursan con un cuadro de resistencia severa a la insulina, 

hiperinsulinemia y diabetes mellitus tipo 2 (George et al., 2004). Este grupo ha enfatizado 

la importancia de tales mutaciones en el metabolismo lipídico que se asocian con atrofia 

del tejido adiposo como lo demuestran en modelos de ratones AKT2 -/-. 

En cuanto a la longitud de los telómeros, un estudio de un caso de WRS no evidenció 

diferencias significativas al compararlo con controles normales (Korniszewski et al., 2001). 

Recientemente se definió que la dinámica de los telómeros en cultivos primarios de 
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fibroblastos de un paciente con WRS, sufren acortamiento telomérico de manera similar a 

los controles, aunque se presenta en doblajes poblacionales más tempranos (Báez-

Becerra et al., 2020). El síndrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS) es el síndrome 

progeroide más estudiado y caracterizado. En esta entidad, el gen LMNA, presenta 

mutaciones heterocigóticas de una sola base en el exón 11 que generan un sitio donante 

críptico de splicing, causando la deleción de 50 resiuduos de aminoácidos en la proteína 

codificada y la acumulación de una proteína anómala denominada progerina (Eriksson et 

al., 2003). El gen LMNA codifica para las proteínas lámina A y C, cuya función es 

importante en la arquitectura de la envoltura nuclear, en la regulación del movimiento de 

macromoléculas entre el citoplasma y el núcleo, en la organización de la estructura nuclear 

al proveer sitios de anclaje para la cromatina, entre otras (Eriksson et al., 2003). 

Adicionalmente, a las mutaciones en este gen que están presentes en otros síndromes, se 

les asocian con enfermedades que incluyen cardiomiopatías, lipodistrofias, neuropatías 

que, en conjunto, se han denominado laminopatías (Burke & Stewart, 2002). No obstante, 

un estudio de análisis de alteraciones en LMNA en dos líneas celulares de WRS obtenidas 

del Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA) y de cuatro de pacientes colombianos, 

mostraron la ausencia de mutaciones en este gen (Cao & Hegele, 2003; Morales et al., 

2009). A nivel celular, la envoltura nuclear de las células de pacientes con HGPS presentan 

graves alteraciones en la morfología nuclear como lobulaciones y herniaciones; en la 

interacción de lámina A con lámina B, en la estructura de la cromatina, en la función de las 

histonas y en la expresión génica (Scaffidi & Misteli, 2006). Sin embargo, aunque los 

núcleos de los fibroblastos de WRS presentan morfología normal, sin lobulaciones y son 

significativamente más pequeños pero no acumulan progerina (Báez-Becerra et al., 2020). 

Recientemente, con el advenimiento y uso más extendido de las nuevas tecnologías de 

secuenciamiento del DNA, han permitido el desarrollo de estrategias para el análisis de 

enfermedades monogénicas. En particular, los análisis de exoma permiten el estudio del 

gen candidato así como las posibles mutaciones causantes de la enfermedad (Majewski 

et al., 2011). El exoma corresponde a la secuencia de todos los exones del genoma, i.e. 

aquellas regiones codificantes de proteínas. Estas regiones comprenden sólo alrededor 

del 1% del genoma humano (cerca de 30 millones de bases) que están distribuidas en 

180.000 exones aproximadamente. Por lo tanto, la anterior metodología permite 

determinar el gen responsable dado que la mayoría de mutaciones causantes de 

enfermedades monogénicas que producen cambio de aminoácido (mutaciones missense), 

que introducen un codón de parada (mutaciones nonsense) o que generan inserciones y 

deleciones que pueden alterar el marco abierto de lectura y cambiar la secuencia de la 

proteína (Adams & Eng, 2018). De esta forma, se realizó un análisis de exoma a un grupo 

amplio de pacientes no emparentados con diagnóstico de WRS y de sus padres, lo que 

permitió la identificación de mutaciones en el POLR3A en el WRS (Paolacci et al., 2018). 

2.1.2 Características Celulares y Moleculares de POLR3A 

Las células eucariotas utilizan diversas RNA polimerasas para la transcripción de clases 

específicas de genes nucleares (Figura 2.2). Entre ellas las principales son RNA 
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polimerasa I (POLR1), que sintetiza la mayoría de RNA ribosomales (rRNA); RNA 

polimerasa II (POLR2), que sintetiza RNA mensajero (mRNA), RNA nucleares pequeños 

(snRNA) y microRNA (miRNA); y RNA polimerasa III (POLR3), que sintetiza un grupo 

amplio de RNAs pequeños no-codificantes (ncRNA) derivados de la regulación 

transcripcional de diferentes promotores, involucrados en diversos procesos celulares 

constitutivos como  la biogénesis de ribosomas, síntesis de proteínas, procesamiento de 

RNA y regulación de la cromatina (Arimbasseri & Maraia, 2016). Entre estos ncRNA se 

incluyen todos los tRNA, rRNA 5S (involucrado en el ensamble de ribosomas), U6 RNA 

(parte de la maquinaria del splicing), 7SK RNA que regula la actividad de la POLR2, 

algunos microRNA, entre otros (Dieci et al., 2007). La POLR3 está compuesta por 17 sub-

unidades con un peso molecular de 700 kDa. Dentro de estas, las subunidades POLR3A 

y POLR3B son las responsables de la función catalítica de la enzima, siendo la subunidad 

A la más grande (Han et al., 2018). El complejo proteico de POLR3 se ensambla en el 

citosol y es translocado al núcleo en un proceso mediado por chaperonas (Han et al., 

2018). 

 

Figura 2.2. Blancos transcripcionales de la RNA Polimerasa III. La ilustración tomada 
de Lieberman (2018), muestra el proceso de transcripción llevado a cabo por las tres RNA 
Polimerasa (I, II y III). En particular, en la derecha se observan los distintos tipos de RNAs 
no codificantes (ncRNA) que transcribe la RNA polimerasa III, como lo son RNAs pequeños 
nucleolares (snoRNAs), el RNA ribosomal 5S (5S rRNA), los RNAs de transferencia 
(tRNAs), RNAs pequeños nucleares (snRNAs) y algunos micro RNAs (miRNAs), regulando 
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en conjunto diferentes procesos celulares como la biogénesis ribosomal, el splicing y la 
síntesis de proteínas. 

La función transcripcional de POLR3A está regulada durante los procesos celulares, como 

proliferación y crecimiento, por factores como la proteína Rb1, P53, MYC y MAF1 (Han et 

al., 2018). Se ha demostrado que la inhibición de la función de la POLR3A mediante la 

utilización de siRNA o inhibidores farmacológicos, genera alteraciones en la biogénesis de 

ribosomas, en la estabilización de la función de P53 y alteraciones en la regulación del 

ciclo celular (Arimbasseri & Maraia, 2016; Turowski & Tollervey, 2016). El estudio de la 

regulación de la función de la POLR3 ha tomado un interés especial, por un lado, debido 

a su potencial en la regulación del cáncer, ya que se han determinado sus efectos 

oncogénicos como resultado de un incremento en los niveles de expresión de tRNAMet, el 

tRNA que media el inicio de la traducción (Arimbasseri & Maraia, 2016). Por otro lado, 

diversos síndromes genéticos han sido asociados con diferentes mutaciones en el gen 

POLR3A relacionadas con alteraciones del desarrollo de la sustancia blanca cerebral, 

como dismielinización del sistema nervioso central, denominadas leucodistrofias (Bernard 

et al., 2011). Otros estudios, han descrito mutaciones de POLR3A en leucodistrofia con 

oligodoncia, síndrome 4H (hipomielinización, hipodoncia e hipogonadismo 

hipogonadotrópico) y síndrome de tremor-ataxia con hipomielinización (Bernard et al., 

2011; Saitsu et al., 2011; Shimojima et al., 2014). La mayoría de pacientes con estos 

síndromes presentan mutaciones en forma de heterocigotos compuestos, y ninguno ha 

presentado mutaciones de pérdida de sentido de forma homocigota. Estos hallazgos 

sugieren que estas leucodistrofias podrían considerarse síndromes alélicos junto con el 

WRS, aunque poseen claras diferencias en la expresión fenotípica muy posiblemente 

asociado con diversos grados de disminución en la expresión de la POLR3A o con cambios 

genéticos adicionales no aclarados en la actualidad (Wolf et al., 2014). 

2.1.3 El Nucleolo y POLR3A 

Los nucleolos constituyen la principal estructura subnuclear encargada de la síntesis de 

ARN ribosomal (rRNA) y traducción de proteínas en las células, por lo que está ligada 

directamente a la homeostasis celular global (Boulon et al., 2010). Según lo anterior, la 

función de la POLR3A determina la adecuada función del nucleolo y la traducción de 

proteínas que, en síntesis, regula el estado metabólico de la célula (Tiku et al., 2018). La 

estructura del nucléolo se caracteriza por una organización constituida por tres regiones: 

un centro denominado componente fibrilar en donde ocurre la transcripción de rRNA; un 

componente denso fibrilar en donde ocurre el procesamiento del pre-rRNA, rica en la 

proteína fibrilarina y nucleolina; y por último, un componente granular en donde ocurre el 

ensamblaje del pre-ribosoma (Figura 2.3) (Nunes & Moretti, 2017). 

Recientes hallazgos han asociado la función del nucléolo con procesos de senescencia 

celular y  envejecimiento humano (Buchwalter & Hetzer, 2017; Tiku et al., 2018; Wang & 

Lemos, 2019). Respecto a lo anterior, en levaduras se ha descrito que las células jóvenes 
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poseen 1 u 2 nucléolos, mientras que su número y fragmentación aumentan en células 

envejecidas (Sinclair & Guarente, 1997).  

 

Figura 2.3. Estructura y función del nucleolo. La imagen tomada de Boisvert et al. 
(2007) ilustra el modelo de biogénesis ribosomal. Este consiste principalmente en la 
transcripción del DNA ribosomal (rDNA) por la RNA Polimerasa I en el centro fibrilar (FC) 
o en el límite entre FC y la región del componente denso fibrilar (DFC). Luego, los 
transcritos de RNA pre-ribosomal son clivados y procesados por ribonucleoproteínas 
pequeñas nucleolares (snoRNPs) en el DFC. El paso final de maduración ocurre en el 
componente granular (GC), en el cual los RNAs ribosomales 5.8S y 28S se ensamblan con 
el 5S para formar la subunidad 60S, mientras que solo el 18S se ensambla para formar la 
subunidad 40S. Por último, las subunidades ribosomales 40S y 60S se exportan al 
citoplasma donde se unen a los mRNAs para formar ribosomas funcionales.  
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3. Planteamiento del problema 

 

El estudio del WRS ha sido intrincado por el número limitado de casos reportados, al igual 

que otras enfermedades huérfanas. De manera tal que hasta la fecha sólo se conocen 

alrededor de 28 casos en el mundo (baja incidencia) sumado a la corta expectativa de vida 

de los pacientes que en promedio es de 7 meses (baja prevalencia). Aunque actualmente 

se sabe que el gen POLR3A presenta mutaciones que son las responsables de esta 

condición, no se conoce el efecto sobre los mecanismos celulares y moleculares que 

desencadena la senescencia y la manifestación clínica del fenotipo progeroide neonatal. 

Asimismo, es limitado el número de publicaciones que relacionan la función de POLR3A, 

entre ellas la regulación transcripcional de miRNAs, tRNA, rRNAs, la biosíntesis de 

ribosomas y de proteínas, con el nucleolo, el proceso de senescencia celular y el 

envejecimiento humano.  

Por otra parte, el estudio de los síndromes progeroides se constituye como una alternativa 

a la dificultad en el estudio del envejecimiento humano, que no ha sido completamente 

resuelto por el uso de modelos animales que se alejan filogenéticamente y que 

posiblemente describen características exclusivas de cada especie, limitando la 

extrapolación de los mecanismos a la especie humana. 

Por esta razón, este proyecto de investigación plantea estudiar los eventos moleculares 

que ocurren en un modelo celular de fibroblastos humanos derivados de pacientes de 

síndrome progeroide neonatal o WRS y desarrollar una línea celular knockout que resuelva 

la limitación de material biológico y potencialmente recree o asemeje la progresión de la 

disfunción génica de POLR3A.  
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4. Justificación 

 

Con el aumento generalizado de la expectativa de vida en las poblaciones humanas a nivel 

mundial, se ha vuelto imprescindible conocer las bases fundamentales del proceso de 

envejecimiento y las enfermedades asociadas a este. Actualmente el envejecimiento es el 

factor de riesgo más importante para un amplio conjunto de enfermedades de importancia 

epidemiológica que afectan diferentes sistemas incluyendo enfermedades 

neurodegenerativas, cardiovasculares, cáncer, diabetes tipo II, osteoporosis, entre otras. 

La identificación de mutaciones en el gen POLR3A consolida una nueva área de 

investigación en la biología del envejecimiento humano que ha sido poco estudiada. En 

consecuencia, el establecimiento de un modelo celular que permita elucidar los 

mecanismos celulares asociados al síndrome progeroide WRS, podrían contribuir al 

entendimiento de nuevas vías moleculares que eventualmente pueden constituir 

potenciales blancos farmacológicos para el tratamiento de enfermedades asociadas al 

envejecimiento. En conjunto, todos estos estudios permitirán comprender la asociación con 

la capacidad de supervivencia, proliferación y metabolismo celular al igual que la 

interrelación con la senescencia y la muerte celular, que conduce a la aparición de un 

fenotipo como el WRS. 

Por último, también permitirá comprender mejor la relación de WRS con otros síndromes 

progeroides, abriendo el panorama de investigación a nuevas hipótesis fisiopatológicas del 

envejecimiento humano y determinar la relación celular y molecular con algunas 

leucodistrofias como el síndrome 4H y la ataxia espástica que también están asociados a 

mutaciones en POLR3A. 
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5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

Determinar los perfiles diferenciales de expresión génica y cambios subcelulares en el 

nucleolo entre fibroblastos derivados de pacientes con WRS, fibroblastos knockout de 

POLR3A y fibroblastos control.  

5.2 Objetivos Específicos 

1. Evaluar los perfiles de expresión génica diferencial entre fibroblastos derivados de 

pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control. 

2. Determinar cambios en la morfología y número de nucléolos en fibroblastos derivados 

de pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control. 

3. Determinar cambios en la expresión y distribución subnuclear de proteínas asociadas al 

nucléolo en fibroblastos derivados de pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos 

control. 

4. Analizar marcadores de senescencia celular en fibroblastos derivados de pacientes 

WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control. 
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6.  Metodología 

6.1 Cultivo Celular 

6.1.1 Consideraciones éticas 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Revisión Institucional de la Universidad 

Nacional de Colombia, de acuerdo con los estándares éticos establecidos por la 

Declaración de Helsinki (1964) y modificaciones posteriores. Todos los pacientes, o los 

representantes legalmente autorizados de los pacientes que no pueden dar su 

consentimiento por sí mismos, firmaron un consentimiento informado antes de su inclusión 

en el estudio.  

6.1.2 Muestras biológicas y características de los individuos 

Fibroblastos primarios se obtuvieron a partir de biopsias de la parte interna de la piel del 

antebrazo de dos pacientes femeninas con WRS: WRS1[variante monoalélica de POLR3A 

c.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs*12)] y WRS2 [variante monoalélica de POLR3A 

c.3G>T (p. Met1Leu*)] descritos previamente por Paolacci, et al., 2018 y Lessel, D., et al., 

2018 (individuos 07 y 11, respectivamente). Se emplearon células de control pareadas a 

partir de un control femenino sano de edad similar. La paciente WRS1 es una mujer de 26 

años que aún vive, producto del cuarto embarazo de una pareja sana no consanguínea 

que ha reportado casos previos de aborto espontáneo. Al nacer, presentó características 

comunes al Síndrome Wiedemann-Rautenstrauch como venas prominentes en el cuero 

cabelludo, cara triangular, extremidades delgadas y lipodistrofia. La paciente WRS2 de 10 

años es la única hija de una pareja sana no emparentada que nació a las 37 semanas de 

gestación. De forma similar a la anterior paciente, al nacer presentó cara triangular, 

ausencia de cabello, piel fina, orejas con implantación baja, microstomía y lipodistrofia. Los 

fibroblastos fueron obtenidos previamente y se almacenados en nitrógeno líquido hasta el 

momento del estudio. 

6.1.3 Fibroblastos KO para POLR3A 

Fibroblastos control fueron empleados para realizar el knockout de POLR3A. Para ello, se 

cotransfectaron los plásmidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) (Santa Cruz 

Biotechnology, Ref. sc-406851), el cual contiene principalmente el sistema CRISPR/Cas9, 

3 RNAs guías (gRNAs) de 20 nucleótidos dirigidos a POLR3A y el gen codificante para la 

proteína GFP como reportero; y POLR3A HDR Plasmid (h) (Santa Cruz Biotechnology, 

Ref. sc-406851-HDR), el cual contiene principalmente dos brazos de  homología de 800 

pares de bases, diseñados para unirse específicamente al DNA genómico que rodea el 

sitio de ruptura de doble cadena correspondiente inducido por Cas9, el gen de resistencia 
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a la puromicina y el gen codificante para la proteína RFP como reportero. Adicionalmente, 

se empleó en fibroblastos control el plásmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-418922), el cual contiene el mismo sistema CRISPR/Cas9 y gen 

reportero GFP, pero contiene un gRNA inespecífico (off target), como control de 

transfección. La transfección se realizó empleando Lipofectamine™ 2000 Reagent 

(Invitrogen™, Ref. 11668019) en las condiciones sugeridas por el fabricante para una placa 

de 6 pozos. Las células se sembraron a un 80% de confluencia en medio estándar libre de 

antibióticos durante 24 horas. Luego, se prepararon los plásmidos en Opti-MEM™ 

(Gibco™, Ref. 31985088) a una concentración de 3 µg/µL y la lipofectamina en una 

relación 1:25 en Opti-MEM para formar los complejos DNA-lípidos en una relación 1:1. El 

medio se agregó a las células y se incubó durante 24 horas a 37 ◦C. Paso seguido, se 

reemplazó por medio estándar de cultivo y 48 horas post-transfección se sustituyó por 

medio de selección, conteniendo 5 µg/mL de puromicina, el cual se cambió cada 3 días 

durante un mes. Las células positivamente transfectadas fueron verificadas por 

microscopía de fluorescencia y posteriormente por RTqPCR, western blot e 

inmunofluorescencia (Anexo 1). 

6.1.4 Condiciones de cultivo  

Los fibroblastos primarios se cultivaron en condiciones estándar en medio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) con 4,5 g/L de glucosa y L-glutamina 2 mM (Gibco™, 

Ref. 12100046) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Thermo Scientific, Ref. 

12657) y penicilina/estreptomicina al 1% (Gibco™, Ref. 15140122) a 37 ◦C en una 

incubadora humidificada de CO2 al 5%. El medio se cambió cada 3-4 días. El análisis 

celular se realizó en un número de pasajes tempranos correspondientes a 4-6. 

6.2 Extracción de RNA 

Se cultivaron fibroblastos de pacientes con WRS y de controles sanos en placas de Petri 

de 100 mm hasta una confluencia del 80%. El RNA se extrajo con el reactivo TRIzol ™ 

(ThermoFisher Scientific, Ref. 15596026) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se 

añadió el reactivo TRIzol ™ (300 µL) a cada placa. Posteriormente, se añadió 60 µl de 

cloroformo, luego las muestras se agitaron con vórtex durante 2 min hasta que se formó 

una emulsión. Se centrifugó a 12.000 g por 15 min a 4 ºC. Se recuperó la fase acuosa en 

un nuevo tubo y se precipitó el RNA con 150 µL de isopropanol, incubándose durante 10 

minutos a 4 ºC y centrifugándose a 12.000 g por 15 min a 4 ºC. El RNA se lavó dos veces 

con 300 µL de etanol absoluto y se centrifugó por 10 min a 12.000 g a 4 ºC.  Una vez 

descartado el sobrenadante se dejó secar al aire el precipitado obtenido durante 5 min 

para luego resuspender en 20 µL de agua libre de RNAsas. Se cuantificó usando un 

espectrofotómetro NanoDrop ™ (ThermoFisher Scientific) obteniendo concentraciones 

desde los 200 hasta los 3000 ng/ µL. El RNA total fue almacenado a -80ºC. 
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6.3 RNAseq 

6.3.1 Análisis de expresión diferencial 

Se llevó a cabo un secuenciamiento estándar de 40 millones de lecturas con Illumina RNA-

Seq con selección poliA sobre las muestras que pasaron el control de calidad (RIN>7.0 y 

cantidad total >1.0 µg). Las librerías de RNA-seq paired-ended se construyeron utilizando 

el kit de preparación de muestras TruSeq Strand mRNA LT y se secuenciaron utilizando 

Illumina NovaSeq 6000 (100 pb). Una vez obtenidos los datos, se realizó el control de 

calidad de las lecturas mediante FastQC y MultiQC. Las lecturas se mapearon respecto al 

transcriptoma de referencia (GRCh39) utilizando Salmon versión 1.9.0 (Patro et al, 2017). 

El análisis de expresión génica diferencial se realizó utilizando DESeq2 (Love et al., 2014), 

empleando la anotación de los genes Ensembl 103 y los parámetros estándar 

(estimaciones de dispersión paramétrica, estadística de Wald y corrección de pruebas 

múltiples de Benjamini-Hochberg). Los niveles de expresión génica de los grupos 

experimentales se compararon respecto a los fibroblastos control para identificar los genes 

expresados diferencialmente (DEGs). Entre los DEGs, se seleccionaron aquellos que 

cumplieran los siguientes criterios: |log2foldchange (fc)| ≥ 1y valor P ajustado <0,05 en 

comparación con los fibroblastos control. 

6.3.2 Análisis de enriquecimientos funcional de los genes 
diferencialmente expresados 

A partir de los DEGs se empleó ClusterProfiler para analizar y visualizar perfiles 

funcionales de genes y clusters de genes (GO [Gene Ontology] y KEGG [Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes]) (Wu et al., 2021). Posteriormente, se determinaron 

los genes diferencialmente expresados compartidos en el conjunto de datos de los 

fibroblastos de ambos pacientes y se realizó el enriquecimiento funcional utilizando la 

herramienta de anotación DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery, (DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) empleando como punto de exclusión 

valor P ajustado <0.05 (Huang et al., 2009).  

6.4 RT-qPCR 

Los ensayos de detección y cuantificación de mRNA se llevaron a cabo usando la 

transcripción reversa y amplificación en tiempo real con Luna® Universal One Step RT-qPCR 

kit (New England Biolabs , Ref. E3005L) de acuerdo al protocolo del fabricante. 500 ng/μL 

de RNA total se emplearon para cada reacción en un volumen final de 10 μL. La RT-qPCR 

se realizó en un CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System (BioRad) con 48 

ciclos. En la Tabla 6.1, se muestran los pares de primers usados para la detección de cada 

transcrito. El análisis de datos se realizó en el software CFX Manager™ (BioRad) y 

GraphPad™ Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.) con el método de cuantificación relativa. 
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Tabla 6.1. Lista de primers empleados para la RT-qPCR. 

Target Primers (5’-3’) 

POLR3A Forward AATCCAGTGAGGGCCAACCT 

Reverse TCCCCAGTCTCGCAGCAAAA 

U6 RNA Forward CAGCACATATACTAAAATTGGAACG 

Reverse ACGAATTTGCGTGTCATCC 

5S rRNA Forward GCCATACCACCCTGAACG 

Reverse AGCCTACAGCACCCGGTATT 

28S rRNA Forward AGAGGTAAACGGGTGGGGTC 

Reverse GGGGTCGGGAGGAACGG 

18S rRNA Forward GTAACCCGTTGAACCCCATT 

Reverse CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

7SK Forward AGAGGACGACCATCCCCGAT 

Reverse TGGAAGCTTGACTACCCTACGT 

tRNA-Leu-CAA Forward CTCAAGCTTGGCTTCCTCGT 

Reverse GAACCCACGCCTCCATTG 

POLR1A Forward GGTGAAGCCAAAGGCAGATGTC 

Reverse TATGATGCGGCTTCTGGCAGGT 

Fibrillarin Forward TGGACCAGATCCACATCAAA 

Reverse GACTAGACCATCCGGACCAA 

NPM1 Forward TGTCTATGAAGTGTTGTGGTTCC 

Reverse TCTTGGCAATAGAACCTGGA 

MDM2 Forward GGCAGGGGAGAGTGATACAGA 

Reverse GAAGCCAATTCTCACGAAGGG 

p53 Forward CAGCACATGACGGAGGTTGT 

Reverse TCATCCAAATACTCCACACGC 

p21 Forward TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA 

Reverse AGATGGTGATGGGCTTCCC 

p16 Forward CCAACGCACCGAATAGTTACG 

Reverse GCGCTGCCCATCATCATG 

RB1 Forward CTCTCGTCAGGCTTGAGTTTG 

Reverse GACATCTCATCTAGGTCAACTGC 

GLB1 Forward TATACTGGCTGGCTAGATCACTG 

Reverse GGCAAAATTGGTCCCACCTATAA 

B-actin Forward TTCCAGCCTTCCTTCCTGGG 

Reverse ATCTTCATTGTGCTGGGTGCC 

6.5 Western Blot 

La extracción de proteínas se realizó con 50 μL de Buffer de lisis RIPA (RIPA lysis buffer 

Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-24948) con cóctel de inhibidores de proteasas 

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Ref. 4906845001) y cóctel de inhibidores 

de fosfatasas  PhosSTOP™ (Roche, Ref. 4906845001). Para la extracción de  la proteína 

se incubaron las células durante 3 días con medio suplementado en placas de Petri de 10 
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mm. Luego, las células se rasparon en hielo a 4°C, se aplicó ultrasonido (QSonica CL-18) 

a una amplitud del 30% durante 10 segundos. Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron a 12500 g durante 15 minutos a 4 °C durante 15 minutos en microcentrífuga 

(Thermo Scientific™ Microcentriifuge Sorvall™ Legend™ Micro 17R). Se recuperó el 

sobrenadante obtenido y se cuantificó la proteína total  usando el método de ácido 

bicinconínico (BCA) con el kit Pierce™ BCA (ThermoFisher Scientific, Ref. 23209) 

empleando una curva con patrones de referencia de BSA, de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante. Se realizó electroforesis en gel de poliacrilamida 

desnaturalizante (SDS-PAGE) usando 30 µg de proteína total de a 100 V durante 2 horas. 

Posterior a la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF de  

0.45 μm (Amersham HybondTM-P, Ref. GE10600023) previamente activada con metanol 

absoluto en el equipo de transferencia (Trans-Blot Turbo Transfer system – BioRad). La 

membrana se bloqueó con buffer de bloqueo (BSA al 5 % o leche sin grasa al 5 % y 0.1% 

Tween 20 en buffer salino Tris 1X (TTBS) pH 7,6). Todas las membranas se incubaron en 

anticuerpo primario (Tabla 6.2) preparado en buffer de bloqueo durante la noche a 4 °C. 

Paso seguido, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min en TTBS y después se 

incubaron en anticuerpo secundario (Tabla 6.3) conjugado con peroxidasa durante 2 horas 

a temperatura ambiente. Finalizada la incubación, se lavaron nuevamente 3 veces durante 

5 min en TTBS. Las bandas de proteínas se detectaron con el kit de quimioluminiscencia 

Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Thermo Scientific, Ref. WP20005) 

en un fotodocumentador ChemiDocTM Imaging Systems con Image LabTM Software 

(BioRad, EE. UU.). El análisis densitométrico se realizó con el mismo software y todas las 

muestras se normalizaron con respecto a las bandas de beta actina.  

Tabla 6.2. Anticuerpos primarios empleados para Western Blot. 

Anticuerpo Referencia Concentración Host 

POLR3A NBP1-83204( Novusbio) 1:1000 Rabbit 

RP194 (C-1) sc-48385 (Santa Cruz Biotechnology) 1:1000 Mouse 

Fibrillarin 
(C13C3) 

2639S (Cell Signaling) 1:1000 Rabbit 

Nucleophosmin ab31319 (Abcam) 1:1000 Goat 

B-actin-HRP A3854 (Sigma-Aldrich) 
 

1:2000 Mouse 

 

Tabla 6.3. Anticuerpos secundarios empleados para Western Blot. 

Anticuerpo Referencia Concentración Host 

Goat anti-rabbit 
IgG-HRP  

 

sc-2004 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Goat 

Goat anti-mouse 
IgG-HRP  

 

sc-2008 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Goat 
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mouse anti-goat 
IgG-HRP 

sc-2354 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Rabbit 

6.6 Inmunofluorescencias 

Los fibroblastos se sembraron en placas de 12 pozos que contenían cubreobjetos 

pretratados con polilisina al 0.1% y fueron cultivados hasta alcanzar el 70 % de confluencia. 

Las células se fijaron con paraformaldehído al 4 % con sacarosa al 4 % en PBS 1X a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego de la fijación, las células se 

permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % en PBS durante 15 min y se lavaron tres veces 

con PBS 1X. Paso seguido, se bloquearon con buffer de bloqueo (0,5 % SFB, 0,1 % BSA 

en TTBS) durante una 1 hora a temperatura ambiente.  Después del bloqueo, las células 

se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 6.4) durante la noche 

a 4 ◦C en buffer de bloqueo. Se lavaron con PBS 1X tres veces. Posteriormente, se 

incubaron los cubreobjetos durante 2 horas con los anticuerpos secundarios (Tabla 6.5). 

Faloidina conjugada con Alexa Fluor™ 488, se empleó para marcar el citoesqueleto y 1.5 

µg/mL de DAPI (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-3598) fue usado para marcar los 

núcleos. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en un portaobjetos con medio de 

montaje (70 % de glicerol en PBS 1X) y se sellaron con esmalte de uñas incoloro. Las 

muestras se almacenaron a 4 ◦C hasta su posterior análisis. Las imágenes se tomaron con 

un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse C1 Plus Ti (Tokio, Japón) con una magnitud 

de amplificación de 40X.  La cuantificación de las imágenes se realizó con el software 

ImageJ (NIH, EE. UU.). 

Tabla 6.4. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia 

Anticuerpo Referencia Concentración Host 

POLR3A NBP1-83204( Novusbio) 1:500 Rabbit 

Fibrillarin 
(C13C3)  

2639S (Cell Signaling) 1:400 Rabbit 

Nucleophosmin ab31319 (Abcam) 1:200 Goat 

 

Tabla 6.5. Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia 

Anticuerpo Referencia Concentración Host 

Goat anti-Rabbit IgG 
Alexa Fluor ™ 488 

 

A11008 (Invitrogen™) 
 

1:1000 Goat 

Goat anti-Rabbit IgG 
Alexa Fluor™ 568  

A11004 (Invitrogen™) 
 

1:1000 Goat 

Donkey Anti-Goat IgG 
H&L Alexa Fluor® 405 

ab175664 (Abcam) 1:1000 Rabbit 

Alexa Fluor™ 488 
Phalloidin 

A12379 (Invitrogen™) 1:1000 Death 
cap 
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6.7 Análisis Estadístico 

Todos los valores se presentan como la media ± el error estándar de la media (SEM). La 

significancia estadística entre los grupos se determinó mediante ANOVA de una vía para 

distribuciones normales con corrección post-hoc con test de Bonferroni y pruebas U de 

Mann-Whitney para distribuciones no normales (PRISM 9 GraphPad, San Diego, CA, EE. 

UU.). Se consideraron diferencias estadísticamente significativas cuando el valor p < 0,05. 
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7. Resultados 

7.1 Niveles de expresión de POLR3A 

 

La cotransfección de los plásmidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) y POLR3A 

HDR Plasmid se verificaron cualitativamente a través de la detección por microscopía de 

fluorescencia de las proteínas GFP y RFP en el grupo knockout de POLR3A (KO), así 

como del plásmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid (gRNA Control) por la detección de GFP 

(Anexo 1 A). Luego, se analizaron los niveles de expresión de POLR3A cuantitativamente 

a nivel de expresión de mRNA por RTqPCR (Anexo 1 B) y a nivel de proteína por western 

blot e inmunofluorescencia (Anexo 1 C-E). En primer lugar, se determinó que la expresión 

en los niveles de POLR3A, tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteína, en los 

fibroblastos transfectados con el plásmido control no se ven afectados respecto al control. 

En segundo lugar, se validó la expresión nula para POLR3A en los fibroblastos KO con el 

sistema CRISPR/Cas9. Posteriormente, los niveles de POLR3A fueron evaluados entre los 

fibroblastos control, los fibroblastos de los pacientes (WRS1 y WRS2) y los fibroblastos 

knockout para POLR3A (KO). 

     

A B 
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Figura 7.1. Expresión de POLR3A en fibroblastos WRS y KO. A) Cuantificación de la 
expresión génica de POLR3A por RTqPCR. B) Análisis de expresión de la proteína 
codificada por el gen POLR3A por western blot. C) Inmunofluorescencia de la subunidad 
A de la RNA polimerasa III. D) Cuantificación del área de inmunorreactividad normalizada 
de la subunidad A de la RNA polimerasa III. (p<0.05*, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****). 
En azul se muestran teñidos los núcleos con DAPI; en verde se muestra el citoesqueleto, 
detectado con Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, toxina fúngica que tiene alta afinidad por la F-
actina; en rojo se muestra POLR3A. En los recuadros se muestra una ampliación del patrón 
de expresión nuclear y citoplásmatico para los fibroblastos WRS.   

Se encontraron que los niveles de POLR3A a nivel de mRNA, dirigido a la detección de la 

forma silvestre (WT), son ligeramente más altos en WRS2 respecto al control, aunque no 

hay diferencias significativas respecto a WRS1; los niveles para el grupo KO son 

significativamente inferiores respecto al control y a los pacientes WRS (p<0.0001) (Figura 

7.1 A). En la Figura 7.1 B, se muestra la detección de los niveles de proteína de POLR3A 

por western blot, normalizados respecto a los niveles de β-actin. Se encontró una ligera 

reducción en los niveles de POLR3A en WRS2 respecto a WRS1 (p<0.05) pero sin 

diferencias significativas respecto al control; para el grupo KO se observa el mismo patrón 

de reducción en la expresión comparado con los otros grupos. En la Figura 7.1 C, se 

determinó la expresión a nivel espacial de la subunidad A de la Polimerasa III (rojo) en los 

fibroblastos a partir del co-marcaje de los núcleos con DAPI (azul) y el citoplasma con 

Phalloidin (verde). Se encontró que los niveles de área inmunorreactiva para WRS1 y 

WRS2 fueron significativamente mayores respecto al control (p<0.0001) mientras que para 

C D 
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los fibroblastos KO fueron indetectables (p<0.001) (Figura 7.1 D). En los fibroblastos 

control se observa que el marcaje de POLR3A es predominantemente nuclear a diferencia 

de los fibroblastos WRS que tienen un patrón mayormente citoplasmático (Figura 7.1, C).  

7.2 Genes transcritos por RNA polimerasa III 

Luego de haber analizado los cambios en la expresión y en la localización general de 

POLR3A, se evaluó la potencial afectación funcional del complejo RNA polimerasa III 

mediante la expresión de algunos de sus transcritos constitutivos para los tres promotores 

que reconoce en conjunto con otros factores de transcripción. La RNA polimerasa III 

transcribe una gran variedad de RNAs no codificantes (ncRNAs) según los tres tipos de 

promotores que contengan los genes diana. Se emplearon el RNA ribosomal 5S (5S rRNA) 

para el promotor tipo I, el isoaceptor RNA de transferencia para leucina CAA (tRNA-Leu) 

para el promotor tipo II, y el RNA regulador de la transcripción 7SK, para el promotor tipo 

III mediante análisis de expresión por RT-qPCR. 

 

 

Figura 7.2. Alteración en la expresión de los genes transcritos por la RNA Polimerasa 
III. Cuantificación de los transcritos por RTqPCR de A) 5S rRNA, B) tRNA-Leucina CAA y 
C) 7SK RNA.  Los datos se normalizaron respecto al gen constitutivo β-actin. (p<0.05*, p< 
0.01**, p<0,001***, p<0,0001****). 

En la Figura 7.2 A, se ilustran los niveles de expresión relacionados con el promotor tipo 

I, donde se observa que tanto los fibroblastos WRS como los fibroblastos KO tienen una 

reducción significativa en los niveles de 5S rRNA respecto al control (p<0.01 y p<0.001). 

Para el promotor tipo II, se encontró que la expresión del isoaceptor de Leucina CAA para 

los fibroblastos WRS está aumentada alrededor del doble de veces respecto al control 

(p<0.0001), mientras que para los fibroblastos KO está disminuido alrededor de la mitad 

de la expresión respecto al control (p<0.001) (Figura 7.2 B). Por último, en la Figura 7.2 

C, se muestran los resultados para el promotor tipo III, donde se puede ver que no hay 

A B C 
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diferencias significativas en los niveles de expresión de 7SK RNA en los fibroblastos KO 

respecto al control, aunque hay una reducción considerable. Por otra parte, en los 

fibroblastos WRS se encontró el mismo patrón de sobreexpresión como aquellos 

transcritos regulados por el promotor tipo II respecto al control, llegándose a detectar hasta 

alrededor de tres veces la expresión de los fibroblastos control (p<0.01 y p<0,001).  

7.3 RNA seq 

7.3.1 Identificación de DEGs 

Los datos de conteos de expresión de mRNA de los fibroblastos de pacientes WRS, KO y 

control fueron empleados para analizar e identificar los DEGs usando como criterios valor 

P ajustado < 0.05 y |log2foldchange (fc)| ≥ 1. En cuanto a los perfiles de expresión de los 

fibroblastos WRS comparado con el control, fueron identificados un total de 592 DEGs del 

conjunto de datos de WRS1, de los cuales 355 fueron regulados al alta (upregulated 

Differential Expressed Genes (uDEGs)) y 237 regulados a la baja (downregulated 

Differential Expressed Genes (dDEGs)) (Figura 7.3 A y B). Para el conjunto de datos 

WRS2, un total de 984 DEGs fueron encontrados del análisis, los cuales consisten en 630 

uDEGs y 354 dDEGs comparado con el control (Figura 7.3 C y D). Por otra parte, en la 

Figura 7.3 E y F, se ilustran 13927 DEGs que comprendían 4071 regulados al alta y 9856 

regulados a la baja para el conjunto de datos KO. 

       

A 
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Figura 7.3. Análisis de expresión diferencial para el conjunto de datos WRS1, WRS2 
y KO. A) Volcano Plot del conjunto de datos WRS1 donde se muestran 592 DEGs (puntos 
rojos), de los cuales 355 estaban regulados al alta (log2FoldChange cuadrante positivo) y 
237 regulados a la baja (log2FoldChange cuadrante negativo). B) Heatmap de los perfiles 
transcripcionales de los DEGs para el conjunto de datos WRS1(Log2Foldchange entre -2 
y 2, donde genes regulados a la baja se muestran en escala de color azul y genes 
regulados al alta se muestran en escala de color rojo). C) Volcano Plot del conjunto de 
datos WRS2 donde se identifican 984 DEGs, que comprenden 630 uDEGs y 354 dDEGs. 
D)Heatmap de los perfiles transcripcionales de los DEGs para el conjunto de datos WRS2. 
E) Volcano Plot del conjunto de datos KO donde se muestran 13927 DEGs, de los cuales 
4071 son uDEGs y 9856 son dDEGs. F) Heatmap de los perfiles transcripcionales de lo 
DEGs para el conjunto de datos KO. dDEGs = downregulated differentially expressed 
genes, uDEGs = upregulated differentially expressed genes.  
 
Adicionalmente, se determinaron 147 genes diferencialmente expresados compartidos 
entre las tres condiciones (Figura 7.4 A). En cuanto al conjunto de datos WRS1-WRS2, 
204 DEGs se encontraron en común presentando un patrón de expresión similar en las 
dos condiciones, con genes mayoritariamente regulados al alta (Figura 7.4 B), y 57 
exclusivos de la condición WRS con relación al grupo KO. Respecto a la intersección entre 
WRS1-KO y WRS2-KO, 453 y 660 DEGs respectivamente, fueron encontrados en común, 
siendo 306 exclusivos entre WRS1-KO y 513 entre WRS2-KO, con un patrón de expresión 
predominantemente a la baja en el grupo KO (Figura 7.4 B). 

F 
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Figura 7.4. Análisis de expresión de genes compartidos entre WRS1, WRS2 y KO. A) 
Diagrama de Venn que ilustra los DEGs compartidos entre los conjuntos de datos WRS1, 
WRS2 y KO. B) Heatmap de los perfiles transcripcionales de lo DEGs compartidos en las 
tres condiciones.  
 
En la Tabla 7.1, se muestran los diez genes con mayor significancia estadística (padj) para 

los genes diferencialmente expresados compartidos en las tres condiciones con sus 

respectivos valores de expresión (log2FoldChange). Se puede observar una mayor 

tendencia de regulación al alta de los genes y la mayoría de los perfiles de expresión para 

cada gen son directamente proporcionales en las 3 condiciones. Adicionalmente, en la 

columna Gene Biotype se puede identificar que la mayoría de los genes son codificantes 

A 

B 
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para proteínas, aunque también hay otro tipo de genes no codificantes como pseudogenes, 

procesados y no procesados, así como RNAs largos no codificantes (lncRNA).   

 

Tabla 7.1. Top 10 de los genes diferencialmente expresados compartidos en las tres 
condiciones. El identificador (Gene Name) y la descripción de los genes (Description) se 
incluyen en la tabla. Los DEGs están ordenados según el valor p ajustado (padj) por 
pruebas múltiples (corrección FDR). 

 

7.3.2 Análisis de Enriquecimiento Funcional  

Enriquecimiento GO 

Para conocer el significado biológico asociado al patrón de expresión masivo de los 

transcritos, se llevó a cabo un análisis de enriquecimiento funcional. En primer lugar, se 

hizo uso de la base de datos de Gene Ontology (GO) haciendo distinción de las tres 

categorías principales: componente celular (CC), proceso biológico (BP) y función 

molecular (MF).  

En la Figura 7.5 se muestran las redes de expresión de algunas de estos términos 

enriquecidos, donde se observa que el tamaño del nodo central varía según el número de 

DEGs que participan y conectado a este se muestran los genes con su respectivo perfil de 

expresión génica según el color indicado por la barra de fold change. Para el conjunto de 

datos WRS1 (Anexo 2) se encontraron 15 términos de CC como matriz extracelular, 

complejo de integrina, pericarion, complejo receptor de señalización de la membrana 

plasmática y complejo de transportador transmembrana;  301 términos para BP como 

morfogénesis embriónica, organización de la matriz extracelular, homeostasis de iones 

metálicos y regulación positiva de la producción de citoquinas; y  38 términos para MF 

como unión a iones de calcio, actividad de citoquinas, actividad activadora de la 

transcripción de unión al ADN, actividad de factores de crecimiento y actividad 

metalopeptidasa (Figura 7.5 A, B y C, respectivamente).  

Para el conjunto de datos WRS2 (Anexo 3) se obtuvieron para CC 61 términos como 

cromosoma condensado, matriz extracelular, fibra polimérica del citoesqueleto, complejo 

receptor y huso mitótico; para BP 382 términos como homeostasis celular del ion calcio, 

morfogénesis embriónica, organización de los microtúbulos del citoesqueleto, división 

nuclear, fisión de organelos y regulación positiva de la cascada MAPK; y para MF 21 

términos como unión a iones de calcio, actividad citoquina, actividad de factores de 
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crecimiento, unión a microtúbulos y actividad inhibidora peptidasa (Figura 7.5 D, E y F, 

respectivamente).  

Por otro lado, para el conjunto de datos KO (Anexo 4), se identificaron 61 términos CC, en 

las que se resaltan centro fibrilar, cuerpo nuclear, peroxisoma y cadena respiratoria; 54 

términos BP como envejecimiento, organización de la cromatina, reparación del DNA, 

organización de la matriz extracelular y regulación positiva de la actividad del factor de 

transcripción NF-kappa β; y 21 términos MF de las cuales se ilustran constituyente 

estructural de la matriz extracelular, actividad NADH deshidrogenasa (ubiquinona), unión 

a DNA específica de secuencia de la región reguladora de la RNA polimerasa II, unión a 

tRNA y actividad transferasa de proteína-ubiquitina (Figura 7.5 G, H y I, 

respectivamente).  

 

A 

B 



 49 

 

 

 

 

C 

D 

E 



50 Estudio Celular y Molecular del Gen POLR3A asociado al Síndrome Progeroide 

Neonatal (Síndrome de Wiedemann-Rautenstrauch) 

 

 

F 

G 

H 



 51 

 

 

 

Figura 7.5. Mapas de redes de las subcategorías Gene Ontology (GO) enriquecidas 
para el conjunto de datos WRS1, WRS2 y KO. Términos representativos de ontología 
génica para el conjunto de datos WRS1 de los 15 obtenidos para (A) componente celular 
(CC), 301 para (B) proceso biológico (BP) y 38 para (C) función molecular (MF). Términos 
representativos de ontología génica para el conjunto de datos WRS2 de los 61 obtenidos 
para (D) CC, 382 para (E) BP y 21 (F) para MF. Términos representativos de ontología 
génica para el conjunto de datos KO de los 61 para (G) CC, 54 para (H) BP y  21 para (I) 
MF.  

Enriquecimiento KEGG 

Se empleó la base de datos KEGG para comprender las vías de señalización y procesos 

biológicos en los cuales participan los genes obtenidos. Para el conjunto de datos WRS1 

se obtuvieron 10 términos estadísticamente significativos (Tabla 7.2), entre los cuales se 

ilustran en los mapas de redes los términos con altos conteos como las vías de 

señalización PI3K-Akt y Rap1, la interacción matriz extracelular-receptor, el metabolismo 

del retinol, respuesta inflamatoria entre otras vías asociadas a enfermedades como 

cardiomiopatía arritmogénica ventricular derecha, artritis reumatoide (Figura 7.6 A). 

Tabla 7.2. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos WRS1. El 
identificador de la categoría KEGG (ID) y la descripción (Description) de la vía o término 
enriquecido se incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n 
es el tamaño de la lista de genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista 
que están anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del 
background que consiste en M/N, donde N es el número total de genes en la distribución 
de fondo (background) y M es el número de genes dentro de la distribución que están 
anotados en relación al conjunto de genes de interés.  p.adjust se refiere al valor p ajustado 

I 
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por pruebas múltiples (corrección FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que 
contribuyen a la categoría sobrerrepresentada.  

 

Para WRS2, se determinaron 9 términos estadísticamente significativos (Tabla 7.3) dentro 

de los cuales se encuentran los términos con mayor número de conteos como vía de 

señalización PI3K-Akt, interacción citoquina-receptor de citoquina, interacción receptor-

matriz extracelular, moléculas de adhesión celular, entre otras categorías relacionadas con 

el metabolismo del ácido araquidónico, el metabolismo del retinol y la biosíntesis de O-

glicanos tipo mucina (Figura 7.6 B).  

Tabla 7.3. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos WRS2. El 
identificador de la categoría KEGG (ID) y la descripción (Description) de la vía o término 
enriquecido se incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n 
es el tamaño de la lista de genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista 
que están anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del 
background que consiste en M/N, donde N es el número total de genes en la distribución 
de fondo (background) y M es el número de genes dentro de la distribución que están 
anotados en relación al conjunto de genes de interés.   p.adjust se refiere al valor p ajustado 
por pruebas múltiples (corrección FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que 
contribuyen a la categoría sobrerrepresentada.  

 

Finalmente, para el conjunto de datos KO, se identificaron 37 términos representativas 

(Tabla 7.4), entre los cuales se ilustran en el mapa de redes: autofagia, senescencia 

celular, carcinogénesis química-especies reactivas de oxígeno, fosforilación oxidativa y vía 

de señalización MAPK (Figura 7.6 C). Asimismo, también se encontraron términos como 

vías de neurodegeneración en múltiples enfermedades, vía de señalización TNF, vía de 

señalización del receptor similar a NOD, proteoglicanos en cáncer, infecciones virales, 
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adhesión focal, metabolismo de nucleótidos, resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa 

del EGFR, entre otros términos relacionados con diversas condiciones patológicas. 

Tabla 7.4. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos KO. El identificador 
de la categoría KEGG (ID) y la descripción (Description) de la vía o término enriquecido se 
incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n es el tamaño de 
la lista de genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista que están 
anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del background que 
consiste en M/N, donde N es el número total de genes en la distribución de fondo 
(background) y M es el número de genes dentro de la distribución que están anotados en 
relación al conjunto de genes de interés.  p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas 
múltiples (corrección FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que contribuyen 
a la categoría sobrerrepresentada.  
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Figura 7.6. Mapas de redes de las categorías KEGG sobrerrepresentadas para cada 
conjunto de datos. Términos KEGG representativos de los 10, 9 y 37 estadísticamente 
significativos obtenidos  para el conjunto de datos (A) WRS1, (B) WRS2 y (C) KO, 
respectivamente. 

7.4 Análisis Nucleolar 

7.4.1 Estructura Nucleolar  

 

Para evaluar el estatus del nucleolo, se analizó la expresión de las proteínas estructurales 

del nucleolo que se localizan en las diferentes subcapas por RTqPCR y Western Blot; 

asimismo, se evaluó la morfología e integridad de los nucleolos para cada grupo a través 

del análisis por inmunofluorescencia.   
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Figura 7.7. Análisis de estructura nucleolar. Cuantificación de la expresión génica de 
los transcritos de: (A) POLR1A, (B) Fibrillarin y (C) NPM1 por RTqPCR. (D) Análisis de 
expresión por western blot de las proteínas nucleolares  y cuantificación para (E) POLR1A, 
(F) Fibrillarin y (G) NPM1. (H) Inmunofluorescencia de las proteínas Fibrillarin y NPM1. (I) 
Cuantificación del área de inmunoreactividad normalizada de las proteínas nucleolares. 
(p<0.05*, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****). 

En la Figura 7.7 (A, B y C), se muestran los niveles de expresión de los transcritos para 

la subunidad A de la RNA Polimerasa I (POLR1A), fibrilarina (Fibrillarin) y nucleofosmina 

(NPM1), respectivamente.  Con relación al grupo control, se observa que el grupo WRS1 

tiene un aumento significativo (p<0.05) en la expresión de POLR1A (Figura 7.7 A); el grupo 

WRS2 tiene un leve incremento en POLR1A que no es estadísticamente significativo y el 

grupo KO tiene una regulación negativa (p<0.001). En (B) se observa que los niveles de 

fibrilarina están regulados al alta significativamente para los fibroblastos WRS (p<0.05), 

mientras que no hay diferencias significativas en los fibroblastos KO respecto al control. 

En (C) se muestra que los niveles de nucleofosmina para los grupos WRS son invariables, 

pero para el grupo KO están significativamente reducidos (p<0.0001).  

Adicionalmente se determinó por western blot la cuantificación en los niveles de las 

respectivas proteínas nucleolares (Figura 7.7 D-G). Se identificó que en las células WRS1 

los niveles tanto de POLR1A como de fibrilarina, están sobre-expresados respecto al 

control, pero los de nucleofosmina están disminuidos (Figura 7.7 E-G). Para el grupo 

WRS2 y KO, se encontró un patrón similar de expresión de regulación a la baja para las 

tres proteínas nucleolares (Figura 7.7 E-G).  

H I 
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Con el objetivo de visualizar la estructura nucleolar se cuantificó el área de 

inmunorreactividad normalizada respecto al control, de las proteínas fibrilarina y 

nucleofosmina (Figura 7.7 H-I). En cuanto, a los niveles de fibrilarina, que se distribuyen 

en el componente denso fibrilar del nucleolo, se encontró que para WRS1 el área de 

inmunomarcaje es significativamente mayor respecto al control (p<0,0001) y está 

ampliamente distribuida por el núcleo. De forma similar, el grupo WRS2 presenta mayores 

niveles de inmunomarcaje (p<0,05) mientras que el grupo KO exhibe menores niveles de 

distribución nuclear (p<0,05) (Figura 7.7 I). Los niveles de nucleofosmina, que se son un 

marcador del componente granular del nucleolo, muestran un área inmunorreactiva 

significativamente mayor (p<0,001) para los fibroblastos de los pacientes WRS, mientras 

que en el grupo KO el área está significativamente reducida (p<0,05).  

7.4.2 Precursores ribosomales  
 

Teniendo en cuenta que las mutaciones en POLR3A y/o su ausencia podrían afectar 

diferencialmente la cantidad relativa de los transcritos ribosomales 18S y 28S que son 

sintetizados y procesados en el nucleolo, en la Figura 7.8, se muestra la cuantificación de 

los datos obtenidos por RTqPCR para estos precursores ribosomales. Por un lado, los 

niveles de 18S detectados fueron significativamente menores para los grupos WRS2 y KO 

comparados con el control (p<0.001) (Figura 7.8 A); mientras que los niveles de expresión 

para 28S fueron similares en los grupos WRS, con una detección significativamente menor 

respecto al control (p<0.0001), mientras que el grupo KO no presenta cambios 

significativos (Figura 7.8 B).                            

                             

Figura 7.8. Desbalance en los niveles de expresión de precursores ribosomales. 
Cuantificación de los transcritos por RTqPCR de (A) 18S rRNA y (B) 28S. Los datos se 
normalizaron respecto al gen constitutivo β-actin. (p<0.05*, p< 0.01**, p<0,001***, 
p<0,0001****). 

A B 
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7.5 Expresión de Marcadores de Senescencia 
Celular  

A lo largo del estudio de la senescencia celular se han determinado un amplio conjunto de 

marcadores clásicos de senescencia celular que están vinculados principalmente con la 

regulación del ciclo celular y otros con la alteración del metabolismo, como el incremento 

de la actividad lisosomal. En ese sentido, se evaluó la expresión a nivel de mRNA de 

algunos marcadores clásicos de senescencia celular a través de RTqPCR (Figura 7.9 A-

F).  

 

 

Figura 7.9. Análisis de expresión de marcadores de senescencia celular. 
Cuantificación de los transcritos por RTqPCR de (A) Mmdm2, (B) p53, (C) p21, (D) p16, 
(E) RB1 y (F) GLB1. Los datos se normalizaron respecto al gen constitutivo β-actin. 
(p<0.05*, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****). 

A B C 

D E F 
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En la Figura 7.9 (A, B y C), se muestran los niveles de expresión del eje MDM2/P53 y P21. 

Se encontró que los niveles de la ubiquitin ligasa MDM2, que regulan negativamente a p53 

mediando su degradación mediante el proteosoma, están aumentados en los dos 

pacientes (p<0.01), así como P53 (p<0.0001). Sin embargo, se encontró que P21, una de 

las dianas transcripcionales de P53 que codifica el inhibidor de la quinasa dependiente de 

ciclina 1, esta aumentado significativamente en ambos pacientes (p<0.05 y p<0.0001). Las 

células KO presentan una disminución significativa en los niveles de P53, y no se 

demostraron cambios en las proteínas MDM2 y P21. 

Por otro lado, se evaluaron los transcritos de las proteínas supresoras tumorales de la vía 

P16/RB (Figura 7.9 D y E). P16 codifica una proteína que inhibe a CDK4 y CDK6, quinasas 

que en conjunto con las ciclinas D, fosforilan la proteína RB, liberando su acción represora 

de la transcripción sobre la familia de factores de transcripción E2F, los cuales permiten la 

progresión del ciclo celular hacia la fase S. Se identificó que tanto P16 como RB1 estaban 

reguladas al alta en ambos pacientes respecto al control (p<0.0001 y p<0.001), sugiriendo 

que esta vía represora del ciclo celular está fuertemente activada. Para el grupo KO, RB1 

estaba disminuido respecto al control (p<0.01).  

Por último, se evaluó la expresión del gen GLB1 que codifica para la enzima lisosomal β-

galactosidasa (Figura 7.9 F). Se determinó que no hay cambios en el grupo KO respecto 

al control, mientras que la expresión es significativamente mayor en los fibroblastos de los 

dos pacientes (p<0,0001). 
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8. Discusión 

Estudios previos han descrito mutaciones compuestas en el gen POLR3A como 

responsables del fenotipo WRS en los pacientes. Estas mutaciones pueden ser tanto 

intrónicas como exónicas, del mismo modo que causan mutaciones por desplazamiento 

del marco de lectura (frameshift), sin sentido (non-sense), que resultan en un codón de 

parada, y con cambio de sentido (missense), en el que se sustituye el residuo de 

aminoácido (Paolacci et. al. 2018; Lessel et. al, 2018; Jay et al., 2016). En este estudio, el 

análisis del gen POLR3A se llevó a cabo en fibroblastos de dos pacientes cuyas 

mutaciones han sido reportadas en la literatura (Paolacci et. al. 2018; Lessel et. al, 2018). 

La paciente WRS1 presenta una mutación monoalélica en la posición c.3772_3773 que 

provoca una deleción del par de nucleótidos CT provocando el cambio del residuo de 

aminoácido Leu1258 a Gly1258*. Simultáneamente, esto produce un cambio en el marco 

de lectura que genera un codón de parada temprano 12 residuos corriente abajo del sitio 

de la mutación. El resultado es una proteína mutante que ha perdido la última parte de su 

dominio 5’ y tiene una nueva secuencia en sus últimos 11 aminoácidos. Esta mutación 

conduce a un cambio en las interacciones con las otras subunidades del complejo de RNA 

polimerasa III, que son mediados por residuos de aminoácidos altamente conservados, 

como se ha reportado previamente por análisis in silico (Báez-Becerra et al., 2020).  En el 

caso de la paciente WRS2, la mutación con cambio de sentido c.3G>T (p. Met1?) afecta 

el codón de inicio de la traducción, el cual conduciría a una traducción ausente. Sin 

embargo, de acuerdo con la presencia de tripletes ATG cascada abajo, existen 4 

potenciales sitios de iniciación con sus respectivos codones de parada, que producirían 

proteínas con distinto marco de lectura y truncadas hacia los dos extremos 

(https://atgpr.dbcls.jp/).  

 

Previamente se había reportado que los fibroblastos de los pacientes exhiben niveles de 

transcripción de POLR3A WT sin diferencias respecto al control (Baez et al., 2020; 

Velásquez, 2019). Para los niveles de  proteína detectados por western blot, se han  

reportado niveles de expresión variables. Por una parte, Baez et al. (2020) reportaron la 

sobreexpresión de POLR3A en el grupo WRS1,  mientras que Velasquez (2019) muestra 

una disminución en ambos pacientes respecto al control. En contraste, el presente trabajo 

muestra que no hay diferencias significativas aunque hay una tendencia hacia mayores 

niveles de expresión para WRS1 y menores para WRS2. Adicionalmente, los análisis de 

inmunofluorescencia para POLR3A, coinciden con el mismo comportamiento para ambos 

pacientes, en el que la detección por microscopía tiene una marcación nuclear y 

citoplasmática. Lo anterior, puede estar asociada a la pérdida de la secuencia de 

reconocimiento de señal detectada por las importinas, la cual permite que la proteína 

ingrese al núcleo donde realiza su función, resultando en la acumulación en la periferia del 

núcleo y el citosol. Estudios realizados en la línea celular HeLa en los que se evaluaron 

mutaciones de POLR3A y POLR1C en el contexto de la leucodistrofia hipomielinizante 

(HDL), muestran la alteración en el ensamblaje del complejo RNA Polimerasa III, lo que 

https://atgpr.dbcls.jp/
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conduce a una acumulación de las subunidades mutadas en el citoplasma y una 

disminución de la unión de RNA Polimerasa III en la mayoría de los genes diana (Choquet 

et al, 2017; Thiffault et al., 2015). Aproximaciones experimentales más recientes han 

empleado CRISPR-Cas9 para el estudio de genes con función desconocida o en un 

contexto patogénico por pérdida de función (Wang et al., 2014; Shalem et al., 2014). El 

modelo de disrupción génica de POLR3A (grupo KO) es el primero en evaluarse en 

fibroblastos humanos. Se ha reportado la introducción de mutaciones puntuales 

monoalélicas en POLR3A, relacionadas con HDL, a través del sistema CRISPR-Cas9 en 

células HEK293 mas no de pérdida de función total (Choquet et al., 2019). Choquet y 

colaboradores (2017), desarrollaron un modelo de ratón KO bialélico para POLR3A que 

fue embrionariamente letal. Adicionalmente, desarrollaron un heterocigoto compuesto con 

un alelo noqueado y otro con una mutación de HDL (KI/KO), que fueron viables, fértiles y 

no tenían diferencias significativas en los niveles de expresión de los transcritos de RNA 

Polimerasa III en el cerebro. Esto puede sugerir que la función de POLR3A puede ser más 

importante en etapas del desarrollo embrionario y que afecta a unos tejidos con mayor 

magnitud que a otros. 

 

En principio, tanto las mutaciones descritas en los pacientes (WRS) como la pérdida de 

expresión de POLR3A (KO), conducen a una desregulación diferencial en la unión a los 

promotores de los genes diana de la RNA Polimerasa III y su actividad transcripcional. Los 

altos niveles del isoaceptor tRNA-Leu-CAA indican una desregulación del promotor tipo II, 

comportamiento que ha sido relacionado al cáncer (Gingold et al., 2014). Otro estudio 

reportó para una mutación en POLR3A, en pacientes con un fenotipo inusual de afectación 

en el estriado, un patrón opuesto de reducción en los niveles de expresión de diferentes 

isoaceptores de tRNAs y un aumento en los niveles de 5S RNA, atribuyéndolo a una 

respuesta compensatoria (Azmanov et al., 2016). El aumento del RNA 7SK puede tener 

un efecto negativo sobre la transcripción de los mRNAs, mediada por la RNA Polimerasa 

II, al reprimir el factor de elongación de la transcripción P-TEFb, el cual estimula la 

elongación a través de la fosforilación. 7SK junto con otras proteínas antagonizan a P-

TEFb mediante el secuestro de este en una ribonucleoproteína catalíticamente inactiva 

(7SK RNP) (Markert et al., 2008).  

 

Por otra parte, se ha descrito que mutaciones en POLR3A alteran su capacidad para 

interactuar con el DNA, causando por lo tanto una alteración drástica de su función 

transcripcional (Bernard et al., 2011; Paolacci et al., 2018). Para evaluar el efecto de las 

mutaciones en POLR3A del presente estudio y su ausencia, se realizó el análisis de 

expresión diferencial mediante RNAseq. Los genes diferencialmente expresados en los 

dos pacientes WRS y el grupo KO fueron analizados, observándose un patrón 

transcripcional relativamente distinto debido a la heterogeneidad alélica entre los 

pacientes. Sin embargo, también se encontró un conjunto de genes compartido intrínseco 

a la condición fenotípica del WRS y comunes a los tres conjuntos de datos. Si bien la RNA 

Polimerasa III no está directamente involucrada en la regulación de la transcripción de 

mRNAs, los resultados obtenidos sugieren que la alteración en su subunidad catalítica 

afecta de forma significativa e indirectamente, el perfil transcripcional de genes codificantes 
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de proteínas. Estos participan en una amplia gama de procesos biólogicos que se pueden 

agrupar, de forma general, en tres grandes categorías como la regulación de la respuesta 

inmune e inflamatoria, la regulación de procesos de morfogénesis y desarrollo embrionario 

relacionada a distintos tejidos, y procesos relacionados con el metabolismo celular. Esto 

es muy relevante dado que recientemente se ha resaltado la importancia de un 

comportamiento sistémico de inflamación crónica y de respuesta inmune sostenida, 

definida en inglés como inflammaging o inflamación intrínseca al envejecimiento y a 

enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Franceschi et al., 2018). En este 

fenómeno, están involucrados varios mecanismos celulares y moleculares incluyendo la 

senescencia celular, la disfunción mitocondrial, la afectación en la autofagia y la mitofagia, 

la activación del inflamosoma, la desregulación del sistema ubiquitin-proteosoma, la 

activación de la respuesta al daño del DNA, así como la activación de sensores que 

desencadenan la inflamación como los receptores similares a NOD y los similares a TOL 

(Vitale et al., 2013); todos estos sobrerrepresentados en el grupo KO. Sumado a ello, el 

análisis de vías KEGG reveló que tanto en WRS1 como en WRS2 estaban enriquecidos la 

ruta de señalización PI3K-Akt, la interacción del receptor con la matriz extracelular (ECM) 

y metabolismo del retinol. A nivel celular, se mencionó previamente el hallmark asociado a 

la senescencia celular SASP. Este se caracteriza por la elevada síntesis y secreción de 

citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento y factores remodeladores de la ECM 

(Coppé et al., 2010). Adicionalmente, aunque no se conoce completamente la relación 

entre la ECM y la senescencia celular, se ha reportado que esta se asocia con cambios 

tanto en los componentes de la matriz extracelular como en la expresión y secreción de 

enzimas remodeladoras (Campisi, 1998; Levi et al., 2020). Cabe destacar que las células 

mesenquimales, en particular los fibroblastos en tránsito, son los responsables de la 

producción y el mantenimiento de la ECM dentro de los tejidos a lo largo de la vida 

(Blogland et al., 2020). En ese sentido, se ha propuesto que los productos de secreción de 

las células senescentes pueden interactuar y modificar esta estructura periférica de las 

células (Levi et al., 2020).  Por otro lado, múltiples estudios han reportado que la vía 

PI3K/Akt es un regulador de la senescencia celular, incluso mediando el proceso 

independiente al daño al DNA (Breitschopf et al., 2001; Astle et al., 2012; Li et al., 2017). 

Comparado con el síndrome progeroide más estudiado, la progeria de Hutchinson-Gilford, 

Csoka et al. (2004) compararon los patrones de expresión génica de fibroblastos de 

pacientes HGPS respecto al control y encontraron que los genes diferencialmente 

expresados más destacados codifican para factores de transcripción y proteínas de la 

ECM, muchas de las cuales se sabe que funcionan en los tejidos gravemente afectados 

en este síndrome progeroide (Csoka et al., 2004). Los fibroblastos HGPS presentan una 

alta expresión de proteínas de la ECM y una expresión baja de las enzimas de 

remodelación de esta, lo que puede dar lugar a una acumulación anómala de la misma 

(Gonzalo et al., 2017). En consonancia con lo anterior, la señalización MAPK estuvo 

sobrerrepresentada en los tres conjuntos de datos. Las MAPK regulan una amplia variedad 

de procesos celulares en respuesta a estímulos, incluidos la proliferación, la diferenciación, 

la apoptosis y la respuesta al estrés; y abarcan una gran cantidad de quinasas, de las 

cuales las más conocidas son las ERK (1 y 2), las p38 (α, β, γ y δ) y las JNK (1, 2 y 3) 
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(Plotnikov et al., 2011). Se ha reportado que estas, en primer lugar, regulan los inhibidores 

de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que permiten la detención indefinida del 

ciclo celular, mediando el aumento de la producción de p21 y p16 (Xu et al., 2016; Anerillas 

et al., 2020); en segundo lugar, median transcripcionalmente la producción y secreción de 

factores SASP por vías dependientes e independientes de NF-kB (Freund et al., 2011; 

Herranz et al., 2015); y en tercer lugar, son esenciales para sostener el fenotipo anti-

apoptótico que garantiza la supervivencia de las células senescentes (Yosef et al., 2017). 

En cuanto al metabolismo del retinol, se conoce que los retinoides son necesarios para un 

gran número de procesos biológicos, en particular, en embriogénesis, reproducción, visión, 

crecimiento, inflamación, diferenciación, proliferación y apoptosis (Mukherjee et al., 2016). 

Sin embargo, la relación de los retinoides endógenos con el envejecimiento no es 

completamente clara. Se ha reportado que la administración tópica de retinol durante 7 

días redujo la expresión de MMP (metaloproteinasa de la matriz), colagenasa y gelatinasa 

con un aumento en el crecimiento de fibroblastos y la síntesis de colágeno en las muestras 

de tejido estudiadas; sugiriendo que el retinol debería ser eficaz en el tratamiento del 

envejecimiento y el fotoenvejecimiento (Varani et al., 2000). VCAM1, uno de los genes 

diferencialmente expresados de mayor valor estadístico y expresión al alta en los 

pacientes. Recientemente fue reportado como un marcador detrimental del envejecimiento 

en un estudio de GWAS en una población europea (Timmers et al., 2022). VCAM1 es una 

glicoproteína de adhesión celular localizada predominantemente en las superficies de las 

células endoteliales y su expresión aumenta en respuesta a señales inflamatorias, que 

median la adhesión y la transducción de leucocitos a través de las paredes endoteliales 

(Kong et al., 2018). Adicionalmente, se ha reportado que los niveles de VCAM1 detectados 

en sangre aumentan con la edad tanto en humanos como en ratones (Yousef et al., 2019).  

El rRNA 5S, cuyo gen tiene un promotor tipo I para la RNA Polimerasa III, hace parte de la 

subunidad grande de los ribosomas eucariotas (60S), se localiza entre la unión con la 

subunidad pequeña (40S) y forma parte de la protuberancia central, complejo 

ribonucleoprotéico especializado en la síntesis de proteínas (Ciganda & Williams, 2011). 

La reducción en los niveles de 5S rRNA tanto en los pacientes WRS como en el grupo KO, 

así como la alteración en los de las subunidades ribosomales 18S y 28S, sugieren una 

grave afectación en la biogénesis ribosomal y, por lo tanto, en la síntesis general de 

proteínas. A nivel estructural, se observa un comportamiento de alteración en la expresión 

de los componentes, así como en la morfología del nucleolo. Además, las alteraciones en 

las funciones canónicas como la síntesis de ribosomas, conducen a un estado denominado 

como el estrés del nucléolo, que conllevan al arresto del ciclo celular e inducción de 

senescencia celular asociado a la activación de p53 (Boulon et al., 2010). Recientemente, 

varios reportes han involucrado proteínas asociadas al nucleolo con el proceso de 

senescencia celular. En uno de ellos, Buchwalter y colaboradores reportaron que la 

disminución a la baja en la expresión de los componentes nucleoalres se asocia con la 

disminución en la proliferación celular, inducción de senescencia celular, incremento en el 

área nucleolar y disminución en el número de nucléolos (Buchwalter & Hetzer, 2017). Se 

ha reportado que en pacientes con HGPS hay un aumento en el área promedio nucleolar 
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por célula, lo que se relaciona con una mayor demanda de síntesis de proteínas 

(Buchwalter & Heltzer, 2017). 

Los fibroblastos WRS exhibieron un proceso de senescencia celular incipiente revelado 

por el incremento en la transcripción de marcadores clásicos como P16, RB, P53, P21 y 

GLB1. Recientemente se reportó este fenotipo senescente mediante el incremento en la 

tinción de β-galactosidasa in situ, los niveles incrementados de la proteína P16 y el 

acortamiento de los telómeros en pasajes tardíos (PD 36), todo esto acompañado con el 

incremento al daño al DNA detectado por los niveles de las proteínas pP53(Ser15) y 

pH2AX(Ser139) (Baez et al., 2020). 

 

 

 



 

9. Conclusiones y recomendaciones 

9.1 Conclusiones 

 

Las mutaciones en el gen POLR3A de los fibroblastos WRS analizados, así como la 

disrupción génica del mismo (KO), provocan la desestabilización del complejo de la RNA 

polimerasa III, lo que conlleva una desregulación en la transcripción de sus genes diana. 

Los genes diferencialmente expresados en cada conjunto de datos fueron filtrados y 

analizados según criterios de exclusión estadística y biológica. Se realizó un análisis de 

enriquecimiento funcional utilizando las bases de datos GO y KEGG, revelando la 

afectación de múltiples vías de señalización, especialmente aquellas relacionadas con la 

supervivencia celular, la interacción del receptor con la matriz extracelular, la regulación 

de la respuesta inflamatoria y el metabolismo del retinol. Se observó una mayor área de 

inmunoreactividad de los componentes nucleolares en los fibroblastos WRS, mientras que 

el grupo KO mostró una reducción, lo que sugiere la presencia de distintos eventos de 

estrés nucleolar. Los patrones de expresión a nivel transcripcional y traduccional de los 

marcadores para cada uno de los componentes nucleolares revelaron un desequilibrio 

relacionado con la alteración en los niveles de los precursores ribosomales, evaluados 

mediante los precursores 18S, 28S y 5S. Esto indica una afectación en el proceso de 

biogénesis ribosomal y posiblemente en la síntesis global de proteínas. Por último, se 

encontró que las mutaciones en los fibroblastos WRS inducen una regulación al alza de la 

transcripción de genes inhibidores del ciclo celular, como P53/P21 y P16/RB, así como la 

transcripción de la enzima lisosomal β-galactosidasa, que son marcadores clásicos de la 

senescencia celular. 

 

Este estudio proporciona hallazgos valiosos para comprender la biología celular y 

molecular del WRS, así como identificar posibles rutas implicadas en la alteración funcional 

de POLR3A que resulta en el fenotipo de envejecimiento prematuro. El modelo de pérdida 
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de función de POLR3A (KO) amplía nuestro conocimiento sobre las funciones que puede 

ejercer indirectamente el complejo de la RNA Polimerasa III al perder las interacciones con 

los diferentes promotores y genes diana. Esto provoca una desregulación abrupta en el 

perfil transcriptómico de genes que participan en diversos componentes celulares, 

procesos biológicos y funciones moleculares. 

9.2 Recomendaciones 

 

Considerando la alteración en los niveles de expresión de los transcritos del complejo RNA 

Polimerasa III, se recomienda llevar a cabo los análisis de expresión diferencial sobre los 

RNAs no codificantes (ncRNA-seq), para detectar los niveles de los transcritos directos de 

la polimerasa III como tRNAs, snRNAs, snoRNAs y miRNAs. Adicionalmente, se 

recomienda realizar otro tipo de experimentos, como RT-qPCR, para validar la expresión 

de algunos DEGs de interés identificados en el presente estudio. Con base en los 

resultados de los perfiles transcriptómicos y en los análisis de enriquecimiento funcional, 

se sugiere estudiar la estructura y función de la matriz extracelular, las vías de señalización 

relacionadas con la inflamación, por ejemplo, la vía NF-kB, y su relación con el fenotipo 

secretor asociado a la senescencia (SASP). Adicional a ello, ahondar en las rutas de 

supervivencia celular enriquecidas como PI3K/AKT y MAPKs (ERK, P38 y JNK) con 

relación a la resistencia a la apoptosis y a la ausencia de respuesta ante factores de 

crecimiento. Respecto al desbalance en los componentes nucleolares y algunos de los 

precursores ribosomales, se recomienda el estudio de la síntesis global de proteínas, así 

como caracterizar en detalle la biogénesis ribosomal. Sumado a ello, se sugiere analizar 

las subestructuras nucleolares con técnicas de microscopía de mayor resolución (eg. 

microscopía confocal o microscopía de dos fotones) para identificar con mayor precisión 

los componentes nucleolares y caracterizar el tipo de disrupción nucleolar. 
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10. Anexos 

 

Anexo 1. Evaluación de la transfección del plásmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid 
(gRNA Control) y los plámidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid y POLR3A HDR 
Plasmid (KO). A)  Microfotografías representativas  de la detección de las proteínas 
fluorescentes GFP y RFP en los grupos transfectados( KO y gRNA) en relación al grupo 
no transfectado (Control). B) Cuantificación de la expresión génica de POLR3A por 
RTqPCR. C) Análisis de expresión de la proteína codificada por el gen POLR3A por 
western blot. D) Inmunofluorescencia de la subunidad A de la RNA polimerasa III y 
Cuantificación del área de inmunorreactividad normalizada (p<0.05*, p< 0.01**, 
p<0,001***, p<0,0001****). 

 

A 
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Anexo 2. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos WRS1. El identificador 
de la categoría GO (ID) y la descripción (Description) del término enriquecido se incluyen 
en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n es el tamaño de la lista 
de genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista que están anotados en 
el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del background que consiste en 
M/N, donde N es el número total de genes en la distribución de fondo (background) y M es 
el número de genes dentro de la distribución que están anotados en relación al conjunto 
de genes de interés.  p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas múltiples 
(corrección FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que contribuyen a la 
categoría sobrerrepresentada.  

Cellular Component (CC) 
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Biological Process (BP)
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Molecular Function (MF) 

 

 

Anexo 3. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos WRS2. El identificador 
de la categoría GO (ID) y la descripción (Description) del término enriquecido se incluyen 
en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n es el tamaño de la lista 
de genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista que están anotados en 
el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del background que consiste en 
M/N, donde N es el número total de genes en la distribución de fondo (background) y M es 
el número de genes dentro de la distribución que están anotados en relación al conjunto 
de genes de interés.  p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas múltiples corrección 
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FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que contribuyen a la categoría 
sobrerrepresentada.  

Cellular Component (CC)  
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Biological Process (BP) 
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Molecular Function (MF) 
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Anexo 4. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos KO. El identificador de 
la categoría GO (ID) y la descripción (Description) del término enriquecido se incluyen en 
la tabla. Gene Ratio se refiere a la relación entre k/n, donde n es el tamaño de la lista de 
genes de interés y  k es el número de genes dentro de esa lista que están anotados en el 
conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribución del background que consiste en 
M/N, donde N es el número total de genes en la distribución de fondo (background) y M es 
el número de genes dentro de la distribución que están anotados en relación al conjunto 
de genes de interés.  p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas múltiples 
(corrección FDR). El conteo (Count) es el número neto de genes que contribuyen a la 
categoría sobrerrepresentada. 

Cellular Component (CC) 
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