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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) representa un grave problema de salud en la
poblacién femenina a nivel mundial, principalmente en paises en desarrollo. Se
reconoce a la infeccion persistente por uno o mas tipos del virus del papiloma
humano (HPV) de alto riesgo como principal factor etiolégico, que tiene como
primordial consecuencia el descontrol de las funciones biologicas del hospedero
a nivel molecular y celular; es por ello, que la determinacién de los patrones de
expresion genética es crucial.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas que destacan por ser
elementos reguladores de la expresion génica y su alteracion contribuye al
proceso de carcinogénesis. Actualmente, es limitado el conocimiento sobre
como la expresion génica de los miRNAs es regulada, por lo que el estudio de
las regiones promotoras de los genes de miRNAs puede permitir explorar sus
mecanismos de regulacién. Como caso particular, se ha reportado que miR-21
se encuentra sobreexpresado en diversas patologias, incluyendo el CaCU. Este
miRNA modula el fenotipo canceroso de las células mediante la interaccién con
diversos factores de transcripcion, entre los que se incluye al factor de
transcripcion NF-kB, el cual participa en el control de la homeostasis celular.

Es por esta razon que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
funcional de los elementos NF-kB en el promotor de miR-21 en células cervicales
tumorales humanas transformadas con HPV. Para ello, se realizé una busqueda
bioinformatica sobre la regién promotora del gen de miR-21 para ubicar los sitios
NF-kB putativos y en la cual se localizaron cinco secuencias de union de NF-kB.
Para demostrar la funcionalidad de estos elementos NF-kB, se obtuvieron por
PCR los diferentes fragmentos correspondientes a cada secuencia de
reconocimiento para NF-kB y se generaron construcciones de plasmidos
reporteros, que posteriormente fueron transfectados en células cervicales
tumorales humanas y se evalud la actividad para cada gen reportero.

Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de las secuencias de
reconocimiento para NF-kB son funcionales y tienen un efecto en conjunto en la
regulacion de la actividad promotora de miR-21. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que el gen de miR-21 puede ser regulado a nivel transcripcional por el
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factor NF-kB, y este mecanismo puede explicar en parte la sobreexpresion de

miR-21 en lineas celulares de cancer cervical.
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. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del cancer

El cancer es un desorden hiperproliferativo de origen multifactorial en el cual la
invasion y la angiogénesis, en la mayoria de los casos, conducen a la metastasis
tumoral [1]. Este padecimiento es una de las primeras causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial; segun informes realizados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), ademas es considerado como la tercera causa de
muerte a nivel mundial después de desdérdenes cardiovasculares y
enfermedades infecciosas [2]. En el afio 2012 se registraron 8.2 millones de
muertes por cancer, de las cuales el 70% se produjeron en Africa, Asia, América
central y Sudameérica [3].

El cancer cérvico uterino (CaCU) es el segundo tipo de cancer mas comun entre
las mujeres a nivel mundial [4]. En México, el CaCU representa un gran problema
de salud publica, ya que es el segundo tipo de neoplasia mas frecuente y la
segunda causa de muerte entre la poblacién femenina [5]. La relevancia del
CaCuU no sélo subyace en ser muy frecuente en las mujeres en diferentes paises
en desarrollo, sino porque su deteccion suele ser tardia debido a que el
diagndstico es inadecuado y a que los tratamientos generalmente son
inasequibles [6,7]. La infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) tiene
una funcion central en la etiologia del CaCU; sin embargo, se requieren de otros
factores para su desarrollo. Por esta razon, es importante esclarecer los
mecanismos involucrados en la regulacion génica de las células tumorales en el

desarrollo de este padecimiento.

1.2 Proceso de carcinogénesis
Debido a que el cancer es considerado un padecimiento que tiene origen en
multiples factores, diferentes disciplinas y lineas de investigacion se esfuerzan
por concretar conceptos que puedan describir de manera légica la complejidad,
los aspectos clinicos y experimentales de la enfermedad.
Principalmente, se han vinculado con la iniciacion y desarrollo del cancer las

alteraciones genéticas, las cuales tienen consecuencias relevantes en los



procesos celulares y conllevan a la transformacién de células normales en
células cancerosas [8,9].

Existe un consenso en el que se contemplan ocho alteraciones fisiologicas
comunes de las células humanas normales, que permiten el proceso de
transformacion a células tumorales: autonomia en senales de proliferacion
celular, evasién de supresores de proliferacion celular, resistencia a la apoptosis,
potencial replicativo sin limites, desregulacion del metabolismo celular, evasion
de la destruccion inmune, angiogénesis, invasion de tejidos y metastasis. Estas
caracteristicas adquiridas son facilitadas por la promocion del tumor por

inflamacion, las mutaciones y la inestabilidad genémica (Figura 1) [8,9].

Autonomia en Evasion de
sefiales de supresores de
proliferacion celular  proliferacion celular

Evasion de la
destruccién

Desregulacion
del metabalismo

celular INFAUNE
Resistencia a Potencial
la apoptosis — replicativo sin
limites
Mutacién e / ~ Promocién del
inestabilidad tumor por
gendmica inflamacion

Angiogénesis Invasion de tejidos
y metastasis

Figura 1. Hallmarks del cancer. Esquema de las caracteristicas adquiridas por
las células, por medio de distintos mecanismos, durante el proceso de

carcinogénesis (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011).



1.3 Cancer cervicouterino (CaCU)
El CaCU es un gran problema de salud publica en paises en desarrollo,
incluyendo a México. Existen muchos factores de riesgo asociados con el
desarrollo de este tipo de cancer que pueden ser inherentes al hospedero
(celulares, genéticos, epigenéticos, inmunoldgicos, dieta) o al ambiente que
pueden incidir en el desarrollo de la enfermedad; sin embargo, el principal factor
de riesgo para la evolucion del CaCU es la infeccion por el virus del papiloma
humano de alto riesgo (HPV-HR, por sus siglas en inglés), el cual tiene una
funcién muy relevante en la iniciacién y progresion del cancer aunque no es un
factor determinante en la patogénesis del CaCU [10].
La infeccion por HPV es comunmente transmitida por contacto sexual e
inicialmente provoca lesiones intraepiteliales escamosas (LIE). La mayoria de
estas lesiones desaparecen después de 6 a 12 meses de su brote,
probablemente debido a una adecuada respuesta del sistema inmune. Sélo un
pequefio porcentaje de estas lesiones persisten y progresan a lesiones
intraepiteliales escamosas de alto riesgo (NIC), carcinoma in situ y, sin
intervencién quirdrgica se desarrolla carcinoma de células escamosas o
adenocarcinoma del cérvix [11, 12].
La asociacién entre la carga viral y el CaCU varia con el tipo de HPV, el estado
fisico del virus y las condiciones de la lesidn cervical [13].
El examen de deteccion del CaCU estda comunmente basado en analisis
citologicos y colposcopias. El tratamiento de los pacientes usualmente involucra
cirugia y quimioradioterapia, aunque la histerectomia es empleada en etapas
tempranas [11].
Dada la importancia del CaCU, es necesario esclarecer las interacciones a nivel
molecular entre los tipos de HPV-HR y la célula hospedera para mejorar el
diagndstico y tratamiento de este padecimiento.

1.4 Virus del papiloma humano (HPV)
El HPV es un virus pequefio de DNA circular de doble hebra y carente de
envoltura lipidica, infecta células basales y se replica en el nucleo de las células
escamosas epiteliales [14].
El genoma del HPV consta aproximadamente de 6800 a 8000 pares de bases

(pb). ElI genoma viral esta dividido en 8 marcos abiertos de lectura ORF (del
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inglés open reading frame) que codifican para los genes: E1, E2, E4, E5, EG, E7,
L1y L2; donde la letra E designa una expresion transcripcional temprana y L una
expresion transcripcional tardia (Figura 2) [15].

Los oncogenes E5, E6 y E7 modulan el proceso de transformacion celular y
poseen la capacidad de estimular la actividad de proliferacion, los genes E1y E2
regulan la replicacion y la transcripcion viral; los genes tardios L1y L2, codifican
para proteinas de la capside viral [16]. EI oncogen E5 es importante porque
previene la apoptosis [11]. El gen E4 se expresa durante todo el ciclo de vida
viral, ademas de que cumple con funciones de regulacién del virus, ensamblaje
de multimeros y suprime la proliferacién celular [11, 17].

El ciclo de vida del HPV difiere de otras familias de virus, la infeccidén requiere de
la disponibilidad de células epiteliales de la epidermis o mucosa que todavia sean
capaces de proliferar (capa de células basales), es aqui donde la infeccién por
HPV es establecida [17] . En estas células, la expresion génica viral se suprime
en gran parte, pero la expresion limitada de los genes virales tempranos (E1-E7)
en células infectadas hace que éstas proliferen y se expandan lateralmente. E1
y E2 son genes importantes para la replicacién del genoma viral y la terminacion
del ciclo viral. E1 es importante para el mantenimiento del genoma viral de forma
episomal. E2 también esta involucrado en la regulacion negativa de la actividad
transcripional de los oncogenes virales E6 y E7. Las proteinas E5, E6 y E7 son
requeridas para incrementar la proliferacién celular basal conduciendo a un
incremento en el indice de replicacion del genoma viral. La proteina E6 suprime
los controles del ciclo celular mediante la inhibicion del gen supresor de tumores
p53, el cual es un factor de transcripcion importante que induce la apoptosis de
células infectadas. La proteina viral E7 bloquea el gen supresor de tumores Rb
(retinoblastoma) que es otro importante regulador del ciclo celular [10, 18].
Después de entrar a las capas suprabasales, la expresion génica viral tardia es
iniciada; el genoma circular del virus es entonces replicado y se sintetizan las
proteinas estructurales de la capside. Es en las capas superiores de la epidermis
o de la mucosa, donde las particulas virales completas son ensambladas y
liberadas dentro del tracto genital, haciendo posible la infeccién de otras areas

del epitelio o su transmisién por via sexual [11].
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Figura 2. Organizacion gendmica del HPV (Modificado de Prendiville y Davies,
2004).

Los oncogenes E6 y E7 son consistentemente expresados en el tejido
canceroso, su inhibicion bloquea el fenotipo maligno de las células cervicales
cancerosas. Estos genes son capaces de inmortalizar varios tipos de células
humanas de manera independiente, pero su eficiencia es mejorada cuando son
expresados de manera conjunta; esto parece ser debido a un efecto sinérgico y
complementario [11].

La expresion de los genes virales no solo esta regulada por E2, sino también
esta controlada por factores de transcripcion tales como SP-1, AP-1y NF-kB. La
asociacion entre estos elementos regula los mecanismos de latencia viral, la
replicacion vegetativa y la transcripcion oncogénica durante la infeccion con
HPV [19,20]. De esta manera, algunas formas en que las células infectadas por
HPV se protegen de la progresion de la transformacion por el HPV es inhibiendo
la funcién de las oncoproteinas virales y el control transcripcional [11].

El virus del papiloma (PV) ha coevolucionado con sus hospederos animales por
millones de afos y el ciclo de vida de cada genotipo de HPV esta vinculado
cercanamente a la diferenciacion de su blanco epitelial especifico [21].



Actualmente son cerca de 100 genotipos de HPV que han sido identificados, de
los cuales se sabe que aproximadamente son 60 los que infectan el epitelio
genital [6]. Los tipos de HPV son clasificados segun su capacidad para inducir
lesiones cervicales; de esta manera, los virus de bajo riesgo estan asociados a
verrugas genitales y los de alto riesgo tienen el potencial de desarrollar cancer.
Los tipos de HPV de alto riesgo oncogénico son particularmente HPV-16 y HPV1-
8, y se encuentran ampliamente distribuidos en todas las poblaciones humanas
[10]. En México, se ha reportado que los tipos mas frecuentes en las muestras
cervicales de pacientes son el HPV-16, 18, 31,45, y 58 [5].

1.5 Mecanismos de regulaciéon génica en cancer cervical
Como todas las neoplasias malignas, el CaCU es consecuencia de una serie de
alteraciones en genes que hacen que las células sean capaces de sobrepasar
los controles biolégicos y les permite proliferar ilimitadamente, formar tumores e
invadir otros tejidos.
Los diferentes procesos celulares y moleculares son finamente regulados por
una gran cantidad de elementos; de esta manera, la regulacion génica a nivel
transcripcional y postranscripcional es fundamental para la estabilidad celular.
En células eucariontes, la regulacion transcripcional se realiza en diferentes
niveles y a través de una combinacién de interacciones entre elementos
regulatorios (promotores, potenciadores “enhancers”, silenciadores, elementos
de control del locus LCRs) y la maquinaria molecular (factores de transcripcion,
activadores, coactivadores) que modulan la expresidon génica [22,23].
Un punto crucial en la determinacién de los patrones de expresidén génica, esta
dado por los factores transcripcionales que reconocen secuencias especificas
del DNA, principalmente en las regiones promotoras de los genes. La interaccién
de estos factores con sus secuencias reguladoras, desencadena eventos que
tendran como resultado la activacién o la represion de un gen. [24,25]. Seguido
de la transcripcion, esta el punto de control de expresion génica a nivel
postranscripcional, en donde intervienen diferentes mecanismos (splicing
alternativo, poliadenilacion alternativa) y elementos regulatorios como son los
mMiRNAs, los cuales destacan por ser pequefias moléculas involucradas con la

oncotransformacion de las células.



1.6 microRNAs (miRNAs)
El mecanismo de RNA de interferencia (RNAI), se ha identificado con alto
potencial en terapia génica. Este se encarga de reprimir o silenciar la expresion
de genes especificos y probablemente evolucion6 como proteccidon contra virus
y elementos genéticos moéviles. Estos moduladores de la expresion génica son
generalmente transcritos de regiones no codificantes del genoma produciendo
microRNAs (miRNAs) [26].
Los miRNAs son pequefias moléculas endégenas de RNA que no son traducidas
en ningun aminoacido, son de cadena sencilla y sus productos maduros son de
20 a 24 nucleotidos (nt) de longitud aproximadamente. Estas moléculas actuan
como reguladores de la expresion génica debido a que tienen la capacidad de
inhibir especificamente la traduccién o inducir la degradacién de un RNA
mensajero (MRNA) [27,28]. Los miRNAs también tienen la caracteristica de ser
diversos en secuencias y patrones de expresion, ademas de estar
evolutivamente conservados [28].
Estas pequefias moléculas fueron estudiadas por primera vez en Caenorhabditis
elegans, en donde se descubrid que el gen lin-4, que esta involucrado con el
desarrollo larval, no codificaba para ninguna proteina, pero producia pequefios
RNAs [29]. lin-4 da origen a dos RNAs: uno de 22 nt y otro de aproximadamente
60 nt que potencialmente podria formar una estructura de tallo asa y ser el
precursor del RNA mas corto. EI RNA lin-4 es ahora reconocido como el primer
miRNA identificado de esta clase de pequefios RNAs reguladores [30]. Sin
embargo, fue hasta el afio 2001, cuando se encontraron decenas de RNAs de
tamafios cercanos a 21 nt en el mismo nematodo (C. elegans), en plantas (A.
thaliana) en moscas (D. melanogaster) y en vertebrados (H. sapiens) [31].
Una particularidad importante de los miRNAs es que todos sus precursores
forman estructuras secundarias de tipo tallo-asa. Estas moléculas se transcriben
de regiones intergénicas, ya sea de manera individual o en grupos de varios
miRNAs contenidos en un solo transcrito, aunque también se ha visto que hay
muchas regiones intronicas que los contienen individualmente o en grupos [28].
La mayoria de los miRNAs asociados a CaCU se encuentran en regiones
intronicas [32].
Los miRNAs regulan la expresion génica pos-transcripcional al unirse por

complementariedad de nucledtidos a los mMRNA blanco, generalmente en la
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region no traducida 3" UTR (del inglés untranslated region), bloqueando la
sintesis de proteinas por desestabilizacion del mRNA vy represion traduccional
[34]. Sin embargo, un reciente estudio sugiere que los sitios de unién de los
miRNAs también se encuentran en la region 5°'UTR [35]. Algunos miRNAs se
expresan de manera ubicua, mientras que muchos otros lo hacen de forma
tejido- especifico, o incluso temporal [33].

Aproximadamente el 60% de todos los genes que codifican proteinas son
potencialmente regulados por miRNAs, lo que les confiere un papel fundamental
en la regulacion de numerosos procesos celulares [36]. En la actualidad, un gran
numero de miRNAs han sido identificados en el genoma de varias especies,
incluyendo el humano, y continuamente siguen incrementandose debido a los
esfuerzos combinados de la biologia molecular y a la prediccién bioinformatica.
Al igual que los factores de transcripcion, los genes de miRNAs modulan
patrones globales de expresion génica durante la proliferacion celular,
diferenciacién celular, apoptosis, control del ciclo celular, desarrollo,
metabolismo, carcinogénesis, quimioresistencia y radioresistencia [36, 37, 38].
La funcién de muchos miRNAs ha sido determinada por las consecuencias
fenotipicas que ocasiona un miRNA al ser mutado o por un sitio complementario
de un miRNA alterado, que en cualquier caso puede producir la interrupcion de
la regulacién de los miRNAs. En otros casos, la funcion ha sido inferida a partir
de efectos o mutaciones de construcciones transgénicas. Sin embargo, para la
vasta mayoria de miRNAs, las consecuencias fenotipicas de la interrupcién o
alteracion de la regulacion del miRNA no son conocidas debido a la falta de

informacion basica sobre su estructura génica [38].

1.7 Biogénesis de los microRNAs
La via canonica de biosintesis de los miRNAs incluye varias etapas. Inicialmente,
los miRNAs son transcritos de genes enddgenos por la RNA polimerasa |l para
generar moléculas primarias o pri-miRNAs con un casquete (7-metil-guanosina)
en el extremo 5" y una cola de poli (A) en el extremo 3°. Estos transcritos
primarios se autocomplementan formando estructuras en forma de tallo y asa de
aproximadamente entre 80-100 nt de longitud. Posteriormente, estos pri-miRNAs
son procesados en el nucleo por el complejo proteico denominado

microprocesador para generar un miRNA precursor mas pequeio conocido
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como pre-miRNA, que consta de aproximadamente entre 60-70 nt de longitud.
Este complejo consiste de la enzima Drosha (una RNAsa tipo lll) y una proteina
con dominios de unién a RNA de doble hebra denominada DGCR8 en humanos
y Pasha en D. melanogaster y en C. elegans [34].

DGCRS tiene una funcién importante en el reconocimiento de los sitios de corte
de Drosha en el tallo de la estructura del pri-miRNA, dando origen al pre-miRNA.
Después de la etapa de procesamiento en el nucleo, el pre-miRNA es trasladado
a través de los poros del nucleo al citoplasma mediante la exportina 5 en un
proceso dependiente de GTP [31]. Una vez en el citoplasma, sufre otro
procesamiento en el que se remueve el asa terminal y se reduce a una cadena
doble de RNA de aproximadamente 20 a 24 nt de longitud. La remocion del asa
es llevada a cabo por otra RNAsa de tipo lll, llamada Dicer.

Es entonces, cuando el RNA pequeino de doble cadena es reclutado al complejo
conocido como RISC (por sus siglas en inglés, RNA induced silencing complex)
que es el efector del silenciamiento de los mRNA. El complejo RISC esta
constituido por varias proteinas, entre ellas Dicer, TRBP (del inglés
transactivation-response element RNA-binding protein) y, principalmente por las
proteinas Argonauta (Ago).

Los miRNAs son parcialmente complementarios a su mRNA blanco en la region
3'UTR, regulando sus blancos mediante las proteinas Ago. Las proteinas Ago
tienen como funcién degradar una de las dos hebras del RNA pequeno, que es
producto de Dicer, para dar como resultado final al miRNA funcional; de igual
manera, pueden detener la traduccion cuando la homologia y la hibridacion es
parcial o para degradar al mMRNA blanco cuando su hibridacién con el miRNA es
total (Figura 3)[26].
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Figura 3. Biogénesis de los miRNAs. Los miRNAs son transcritos a partir de
regiones amplias de DNA (pri-miRNAs) y tienen estructuras de tipo tallo-asa.
Estas moléculas, son procesadas en el nucleo por DROSHA/DGCR8 en un
precursor de mMIRNA (pre-miRNA) Posteriormente, los pre-miRNAs son
transportados del nucleo al citoplasma por la exportina 5 y procesados por Dicer,
resultando en un miRNA maduro de 20-24 nt. Finalmente,los miRNAs maduros
se acoplan al complejo proteico RISC y son capaces de inhibir la traduccién o la
segregacion de los mMRNAs (Modificado de Flipowicz et al, 2008).

1.8 Perfil de expresion de los microRNAs
La ubicacion cromosomica y la distribucion genomica de los miRNAs son
aspectos importantes para su expresion desde al menos tres perspectivas: 1)

cerca del 80% de los genes que codifican para miRNAs estan localizados en
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intrones y su expresion esta correlacionada con los perfiles de expresion de sus
genes hospederos, 2) muchos genes de miRNAs estan distribuidos como
clusters y en ocasiones pueden coexpresarse y 3) mas del 50% de los genes
que codifican miRNAs estan frecuentemente localizados en sitios fragiles (FRA)
y regiones gendmicas involucradas con cancer [20,37,39].

En CaCuU, el perfil de expresion genético ha demostrado que la infeccion por un
HPV-HR es un factor importante para la expresién anomala de los miRNAs
[32,40]. La expresion alterada de los miRNAs no solo esta involucrada con
diferentes tipos de cancer, sino también con enfermedades cardiovasculares,

enfermedades neurodegenerativas e infecciones virales [41].

1.9 microRNAs como oncogenes y genes supresores de tumores
Ademas de los procesos celulares en los que se ha reportado la participacion de
los miRNAs, se han encontrado algunas condiciones patologicas relacionadas
con su sobreexpresidn o0 ausencia; estos patrones de expresidon alterados
pueden exhibir funciones oncogénicas (oncomiRs) o conferir funciones
supresoras de tumores (antioncomiRs) [31, 36]. Mecanismos como delecién,
mutacion, alteracién de la regulacion de factores de transcripcion pueden ser
responsables de esta expresion génica alterada [42]. La identificacion de
diferentes blancos de los miRNAs (oncogenes o supresores tumorales) ha
permitido proponer la idea de que los miRNAs son importantes en la iniciacion,
progresion y metastasis del cancer, lo cual ha sido ampliamente demostrado
(Figura 4) [36].
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miR-148a, miR-96, miR-210, miR-223, miR-301b
@ ANTIPROLIFERACION: let-7, miR-23b, miR-26a, miR-101, miR-143, miR-145, miR-196b, miR-199a, miR-
203, miR-424, miR-519

a PROPROLIFERACION: miR-17, miR-10a, miR-21, miR-15b, miR-19a/b, miR-34a, miR-129, miR-146a,

PROAPOPTOSIS: miR-34a, miR-10b, miR-29a, miR-99a, miR-195
ANTIAPOPTOSIS: miR-17, miR-21, miR-149, miR-182, miR-203, miR-433, miR-497
—— INESTABILIDAD GE]\IOMICA: let-7, miR-15, miR-20a, miR-16, miR-17
PROANGIOGENESIS: let-7, miR-17, miR-20a, miR-21, miR-23b, miR-26a, miR29a, miR-126, miR-133a, miR-183,
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7 (. ANTIANGIOGENESIS: miR-15b, miR-16, miR-20a, miR-26a, miR-143, miR-145, miR-424, miR-497
A\

—— EVASION DE LA DESTRUCCION INMUNE: miR-17, miR-20a, miR-21, miR-23b, miR-26a,
miR29a, miR-155, miR-93, miR-106b

——— POTENCIAL REPLICATIVO SIN LIMITES: miR-24, miR-34a

o PROMETASTASIS: miR-10a, miR-21, miR-1a/b, , miR23h, miR-106b, miR-135, miR-155, miR-214
ANTIMETASTASIS: let-7, miR-101, miR-126, miR-146a, miR-200, miR-218

Figura 4. miRNAs y los hallmarks del CaCU. Informacion obtenida de
microRNA.org Targets and Expression. Los miRNAs marcados con negritas
fueron experimentalmente validados para CaCU, los miRNAs subrayados fueron
experimentalmente validados en otros tipos de cancer (Modificado de Hanahan
y Weinberg, 2011; Gémez et al, 2013).

En estudios recientes, se puede encontrar que los cromosomas 1, 14, 17,19y
X contienen significantemente mas genes de miRNAs que otros, lo que resulta
interesante es que algunos de estos cromosomas se encuentran asociados con
diferentes eventos de la carcinogénesis [32]. Por mencionar alguno, el
cromosoma 1 se ha encontrado involucrado con la transformacion de células al
fenotipo cancerigeno en diferentes tipos de cancer, incluyendo al CaCU [43,44].
De la misma manera, el cromosoma 17 se ha vinculado con el CaCU, debido a
que la mayor parte de los miRNAs relacionados con este padecimiento estan
contenidos en el brazo g de este cromosoma y actuan como oncogenes u
oncomiRs [32].

Aproximadamente son 40 miRNAs los que se encuentran desregulados y estan

involucrados en el desarrollo y progresion del CaCU [10,36]; para estos miRNAs
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también se han predicho sus genes blancos, sin embargo, hasta ahora son pocos

los que han sido validados experimentalmente (Tabla 1).

Tabla 1. miRNAs involucrados con el CaCU y sus blancos experimentalmente

validados (Sharma et al., 2014)

miRNAs Blancos miRNAs Blancos
miR-218 LAMB3 miR-372 | CDK2, ciclina A1
miR-143 Bcl-2 miR-133b | MST2, CDC42, RHOA
miR-21 PDCD4, CCL20 miR-20a | TNKS2
miR-214 MEKS3,JNK1, plexin-B1, | miR-424 | Chk1

GALNT?7, Bcl212
miR-342 Notch1, Jaggedl, | miR-19a CULS

pI8INK4c
miR-205 SHIP2, CYR61, CTGF miR-19b | CUL5
miR-100 PLK1 miR-223 FOXO1
miR-292 YY1, CDK6 miR-17 TP53INP1
miR-23b Upa miR-125b | PIK3CD
miR-102 HOX, CHLA1 miR-302- | Ciclina D1

367
cluster

miR-1962 | HOX miR-155 | SMAD2, CCND1
miR-375 SP1 miR-182 FOXO1
miR-886- Proteina Bax miR-497 IGF-1R
Sp
miR-145 IRS-1

Entre estos miRNAs destaca miR-21, porque ademas de estar presente en una
amplia variedad de tipos de cancer, se ha encontrado sobreexpresado en CaCU
[36]. Por lo tanto, identificar a los miRNAs, sus genes blancos regulables, su
funcion biolégica y mecanismos de regulacion geénica, resulta relevante para

entender su contribucién en procesos normales y en condiciones patoldgicas.
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1.10 microRNA-21

El Homo sapiens miR-21 (hsa-mir-21), también conocido como miR-21, es un
miRNA presente en mamiferos y estda codificado por el gen MIR21
(NCBI:406991, Ensembl:ENSG00000062716, MIM:611020;
miRBase:MI0000077). Su localizacion genémica esta en el cromosoma humano
17 en la banda q23.1 (55273409-55273480 nt) y en el intron numero 11 del gen
MIR21 (Figura 5).

miR-21 tiene un promotor evolutivamente conservado y se encuentra
sobrelapado con el gen codificante de la proteina VMP1 (TMEM49). A pesar de
que miR-21 y TMEM49 comparten la misma direccion de transcripcion, miR-21
es transcrito independientemente por su propia regién promotora y terminado
con su propia cola poli (A); formando un transcrito primario de miR-21 (pri-miR21)
de aproximadamente 3433 nt. Después de la transcripcion, pri-miR21 es
procesado y forma un miRNA maduro. Ademas de la regulacién transcripcional,

la expresion de mir-21 también es regulada a nivel postranscripcional [36].
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Figura 5. Localizacion gendmica de miR-21 (Modificado de Kumarswamy et al,
2011). En la imagen se observa el gen codificante para pri-miR21 localizado en

el cromosoma 17q923.1, que se encuentra sobrelapado con el gen TMEMA49.
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Con flechas estan indicados tres sitios de inicio de la transcripcidon propuestos

para miR-21.

miR-21 fue uno de los primeros miRNAs detectados en el genoma humano e
igualmente uno de los primeros para los cuales su estructura fue determinada
[20, 45].En afos recientes, multiples estudios se han enfocado en dilucidar las
funciones biologicas de miR-21. Este miRNA destaca por estar comunmente
sobreexpresado en diferentes tipos de tumores sélidos y hematolégicos, por lo
que esta establecido como un miRNA oncogénico [20, 37, 40, 45,46]. Por
mencionar algunos, miR-21 esta sobreexpresado en cancer de mama,
glioblastoma, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer esofagico,
cancer de estdbmago, cancer colorectal, leucemia mieloide crénica, cancer
ovarico, cancer de prostata y cancer cervical [47-60].

Calin y colaboradores reportaron que miR-21 se encuentra localizado en un sitio
fragil conocido como FRA17B, el cual funge como un sitio preferencial para la
integracion del HPV1-6; de esta manera, la sobreexpresion de miR-21 en lineas
celulares transformadas con CaCU comparadas con tejidos normales, indica que
el aumento de expresion de miR-21 puede ser el resultado de la integracion del
HPV al genoma celular.

La sobreexpresion de miR-21 ejerce un silenciamiento a nivel postranscripcional
de genes supresores de tumores, muchos de ellos involucrados en el control del
ciclo celular, en la regulacion de la apoptosis y en el proceso de invasion, lo que
favorece el fenotipo tumoral de las células [20,61]. Por esta razon, diferentes
estudios lo han relacionado como fundamental para la patogénesis tumoral en
las diferentes etapas de la carcinogénesis [37,62].

Por otro lado, se sabe que en la region promotora del gen de miR-21 se
encuentran secuencias especificas para factores de transcripcion que estan
relacionados con la latencia viral, la replicacion vegetativa y la transcripcién
oncogénica del HPV; uno de estos factores de transcripcion son los miembros
de la familia de factores de transcripcion NF-kB (Figura 6) [63].

Por lo tanto, entender la red de regulacion de miR-21 ayudara a incrementar el
conocimiento sobre su importante funcién en el desarrollo del cancer vy

resistencia a medicamentos.
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Figura 6. Regulacién transcripcional de miR-21 y sus genes blanco en el cancer
humano. miR-21 regula genes involucrados con el control del ciclo celular,

apoptosis e invasion (Modificado de Pan et al, 2010).

1.11 NF-kB

El factor de transcripcion NF-kB es un complejo proteico eucariético de la familia
de las proteinas Rel/NF-kB, expresado de manera inducible y ubicua. Fue
identificado por Sen y Baltimore en 1986, mediante la interaccion de la cadena
ligera kappa de la inmunoglobulina de las células B y una secuencia de 11pb [1].
Los miembros de la familia de NF-kB tienen una conformacion de dimeros de
proteinas que se unen a una secuencia motivo de 9-10pb conocida como sitio
de reconocimiento para NF-kB, ubicada en la region promotora o enhancer de
genes blanco y regulan la transcripcion mediante el reclutamiento de
coactivadores y corepresores [64].

Los factores de transcripcion Rel/NF-kB comparten un dominio homologo Rel (RHD)
en su extremo N-terminal que es una region conservada de aproximadamente 300
aminoacidos y es responsable de la union al DNA, dimerizacién y union al inhibidor

IkB [1,65,66]. Esta familia de proteinas esta clasificada en dos grupos: uno requiere
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procesamiento proteolitico y el otro no. La primera incluye NF-kB1 (también conocido
como p105) y NF-kB2 (p100), los cuales son procesados para producir las proteinas
maduras p50 y p52, respectivamente. El segundo grupo incluye RelA (p65), RelB y c-
Rel. Todas las proteinas Rel de vertebrados pueden formar homodimeros o
heterodimeros, excepto RelB, la cual puede formar unicamente heterodimeros. El
término NF-kB generalmente se refiere al heterodimero p50-RelA (p65), el cual es el
complejo mas abundante de la familia de NF-kB en la mayoria de las células [1,67].
El dominio de activacién transcripcional (TAD) necesario para la regulacion de la
expresion génica esta presente soélo en RelA (p65), c-Rel y RelB. En cambio,
p50 y p52 carecen de TADs vy por ello pueden reprimir la transcripcion a menos
que estén asociados con un TAD asociado a un miembro de la familia NF-kB u
otras proteinas [1,64,65].

En la mayoria de células normales, los dimeros Rel/NF-kB son retenidos en el
citoplasma como un complejo inactivo a través de la union directa a una proteina
inhibidora IkB (IkBa, kBB, IkBy, IkBe, IkBz, IkBNS y Bcl-3), las cuales tienen
diferentes afinidades para los dimeros Rel/NF-kB y son expresadas de manera
tejido-especifica. Por lo tanto, los NF-kB se translocan al nucleo sélo cuando son
activados y entonces son capaces de regular la expresion de genes que
controlan respuesta inmune, inflamacién, proliferacion celular, desarrollo y
apoptosis [68].

Estos factores de transcripcion son activados en respuesta a diferentes
estimulos, que conllevan a la degradaciéon de la proteina IkB y la consecuente
translocacion del complejo Rel/NF-kB activo en el nucleo; estos estimulos
pueden ser de diferente naturaleza como infecciones virales, lipopolisacaridos
bacterianos, RNA de cadena doble, radiacién UV, ésteres de forbol, la
interleucina- 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que promueven la
disociacion de IkB por medio de su fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion
[1,65].

IkB es fosforilada en los residuos de serina 32 y 34 por una cinasa kB (IKK), que
generalmente esta conformada por las subunidades: IKKa, IKKB e IKKy (NEMO).
IKKa e IKKP son las subunidades cataliticas, mientras que IKKy (NEMO) percibe
e integra las sefales de activacion del complejo. El heterodimero resultante es
translocado rapidamente del citoplasma al nucleo, en donde el NF-kB es capaz

de unirse al sitio especifico del DNA de 10 pares de bases consenso
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GGGPuNNPyPyCC (Pu=purina, Py=pirimidina, N= cualquier base), y regular la

transcripcion de genes especificos (Figura 7) [66,68].

Figura 7. Via clasica de activacién de NF-kB. Las flechas continuas indican la
via de activacion, flechas punteadas indican la via de inactivacién (Modificado
de Gilmore, 2016).

La activacion de NF-kB es dependiente del tipo celular y del contexto de la
sefalizacion [41]. La via de activacion de NF-kB generalmente suele ser un
proceso rapido, que dura aproximadamente de 30-60 minutos [66].La mayoria
de los genes conocidos que son activados por NF-kB estan involucrados con las
respuestas inmunes e inflamatorias. Algunos de los genes que regulan son los
de las citocinas IL-1, IL-6, IL-8, el interferén B (IFN- B), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), moléculas de adhesion celular endotelial-1 (ELAM-1),
moléculas de adhesién intercelular-1(ICAM-1), moléculas de adhesion celular
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vascular-1 (VCAM-1) (Tabla 2). Asimismo, diferentes oncogenes median sus
efectos activando a NF-kB [68, 69].

Tabla 2. (Bharti y Aggarwal, 2002)

GENES REGULADOS POR NF-KB INVOLUCRADOS CON LA CARCINOGENESIS

c-Myc

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
Moléculas de adhesién celular

Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS)

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Ciclina D1

Metaloproteinasa de matriz-2 (MMP-2)
Metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9)
Ciclooxigenasa-2 (COX2)

Interleucina-1

Interleucina-6

Interleucina-8

Urocinasa activadora del plasmindgeno (uPA)
Bcl-2

Bel-X

Gro1l

Debido a que NF-kB es critico para la expresion inducible de multiples genes
celulares y virales involucrados con la supervivencia celular, inflamacién,
diferenciacion celular, transformacion celular, proliferacién celular, invasion,
angiogeénesis, infeccion y adhesion de moléculas, este factor de transcripcion es

relevante en el proceso de carcinogénesis [1,69].

1.12 NF-kB y cancer

Numerosas investigaciones respaldan la importancia de los miRNAs en la
iniciacién y progresion del cancer humano, asi como en funciones fisioldgicas
como pueden ser la respuesta inmune, proliferacion celular, apoptosis e

inflamacion; las cuales también se sabe que son reguladas por NF-kB [65,70].
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Para diferentes tipos de tumores humanos, incluyendo leucemia, linfoma,
mieloma, melanoma, prostata, colon, cérvix, mama, pancreas y lineas celulares
de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; se ha encontrado que
NF-kB esta constitutivamente activo [1,61,65,68].

La mayoria de los cancerigenos y promotores tumorales activan a NF-kB,
mientras que los agentes quimiopreventivos los suprimen, sugiriendo que estos
factores de transcripcion tienen wuna relacion fuerte con el cancer.
Paradodjicamente, la mayoria de los agentes que inducen apoptosis (citocinas,
agentes quimioterapéuticos y radiacion) también pueden activar a NF-kB,
indicando que NF-kB es parte de un mecanismo de autodefensa de las células y
ademas puede mediar la desensibilizacion, quimioresistencia y radioresistencia
[68].

En tejidos tumorales se ha visto que la supresion de NF-kB inhibe la proliferacion,
causa el arresto del ciclo celular y conlleva a la apoptosis; indicando el papel
crucial que tiene NF-kB en la proliferacién y supervivencia celular .

La invasién tumoral es controlada por numerosos productos genéticos regulados
por NF-kB, incluyendo la matriz de metaloproteasa (MMP), activador del
plasminégeno tipo urocinasa (uPA), interleucina-8 (IL-8) y otras quimiocinas. La
metastasis es mediada a través de la expresion de varias moléculas de adhesion
celular, incluyendo ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1, las cuales son a su vez
regulados por NF-kB. La inflamacion es un evento importante en la
tumorigénesis; la mayoria, si no es que todos, de los efectos inflamatorios estan
mediados a través de la activacion NF-kB. Su activacion controla la expresion de
genes que median la transformacion, proliferacion, invasion, angiogénesis,
metastasis, apoptosis, inmunidad, hematopoyesis, etc [68].

Estudios previos han determinado que potenciales sitios de unién de NF-kB en
el promotor de miR-21 son esenciales para la regulacion de este miRNA y la de
otros factores relacionados con el proceso de carcinogénesis;es por ello que
resulta de interés investigar la participacion de NF-kB en la regulacion génica de

miR-21 en lineas celulares de CaCU.
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Il. JUSTIFICACION

El CaCU esta asociado a multiples factores inherentes al hospedero y al
ambiente; sin embargo, se reconoce a la infeccién por HPV-HR como el factor
etiolégico de mayor importancia. A la fecha, se ha encontrado que la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 del HPV esta involucrada con la
inestabilidad genética del hospedero e impacta la expresion de los miRNAs, lo
que conlleva al posible desarrollo de carcinoma cervical.

La expresion génica de los miRNAs puede ser activada o reprimida por multiples
factores de transcripcion, de esta manera, fungen como reguladores de su
expresion.

Son diversos los miRNAs que estan involucrados con el desarrollo del carcinoma
cervical; sin embargo, miR-21 destaca por ser un potente modulador de células
tumorales y por promover el fenotipo canceroso de las células, debido a la
activacion de diversos factores de transcripcion entre los que se incluye al factor
de transcripcion NF-kB, lo cual conlleva a la desregulacion de genes blanco
celulares que estan involucrados con los puntos de control que mantienen la
homeostasis celular.

El factor de transcripcion NF-kB es un elemento con amplio espectro de
funciones celulares y tiene la particularidad de expresarse de manera constitutiva
en células con fenotipo canceroso; es por ello, que al igual que en cancer de
mama [71], es probable que la sobreexpresion de miR-21 promueva el desarrollo
del CaCU en un proceso dependiente de NF-kB.

A pesar de la importancia biolégica de estos elementos, aun es reducido lo que
se conoce acerca de los miRNAs y su regulacién génica; por lo tanto, en la
presente tesis se propone analizar la actividad funcional de elementos
potenciales de union de NF-kB en la region promotora del gen humano de miR-

21 en lineas celulares de cancer cervical transformadas con HPV-HR.
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HIPOTESIS

En el desarrollo del cancer cervical existe una correlacion entre la
sobreexpresion del microRNA miR-21 y la del factor de transcripcion NF-
kB, lo cual puede contribuir a su vez al proceso de carcinogénesis cervical.
Por lo tanto, parte de los mecanismos moleculares que participan en la
regulacion génica de miR-21 pueden ser a nivel transcripcional mediados

por la interaccion de NF-kB con el promotor de este miRNA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad funcional del factor de transcripcion NF-kB en la
region promotora del gen de miR-21 en lineas celulares de cancer cervical

transformadas con HPV-HR.

OBJETIVOS PARTICULARES

. ldentificar in silico las secuencias de los sitios de reconocimiento para el

factor de transcripcion NF-kB en la regién promotora 5’ del gen de miR-
21.

Generar construcciones de plasmidos reporteros que contengan
deleciones progresivas para los elementos NF-kB del promotor 5°del gen
de miR-21.

Evaluar la actividad funcional de los elementos NF-kB en lineas celulares

de cancer cervical transformadas con HPV-HR.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivos celulares
Se utilizaron dos lineas celulares postivas al HPV: SiHa (HPV-16+)y HelLa (HPV-
18+), una linea celular no infectada por HPV: C-33A (HPV-) y una linea no
transformada: HaCaT (queratinocitos epidérmicos primarios). Las células fueron
obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).
La proliferacién de las células SiHa, HeLa y C33-A se realizd en el medio de
cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 1x de
antibidtico/antimicotico. Por su parte, la linea celular HaCaT fue cultivada con el
medio DMEM/F-12 (Invitrogen, Carlsbad, CA), suplementado con SFB 10% y 1x
de antibidtico/antimicético. Todos los cultivos celulares fueron crecidos en

monocapa y se mantuvieron a 37°C con una atmosfera humeda de COz2 al 5%.

6.2 Bacterias competentes
Las bacterias E. coli, de la cepa DH5a, se sembraron en 5mL de medio LB sin
antibidticos y se dejaron incubando durante toda la noche a 37°C con agitacion
constante (300 rpm). En condiciones de esterilidad, se trasladé el precultivo a un
matraz con 100mL de medio LB sin antibiéticos y se incubd a 37°C con agitacién
de 300 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5 a 600nm. El cultivo se
traslad6 a tubos de polipropileno de 50mL y se centrifugd a 3500 rpm por 15
minutos a 4°C, el sobrenadante fue eliminado. El sedimento bacteriano fue
resuspendido en 10mL de MgCl20.1M estéril y frio, se incub6 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C, se eliminé el
sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 10mL de CaCl20.1M estéril y
frio, se incubd 30 minutos a 4°C. Se centrifugé nuevamente a 3500 rpm por 10
minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante, el sedimento se resuspendio
cuidadosamente en 10mL de CaClz 0.1M/glicerol 15%. Las bacterias

competentes fueron alicuotadas y almacenadas inmediatamente a -70°C.

6.3 Extraccion de DNA de cultivos celulares
El aislamiento de DNA gendmico a partir de lineas celulares humanas se realizoé

con Trizol (Life Technologies, Gran Island NY USA). Brevemente, a partir de una

23



caja de cultivo, con una confluencia celular de 90-100%, se recuperé la mayor
cantidad de células en un tubo de 1.5 mL, se centrifugd a 3500 rpm por 2 minutos
y se elimind el sobrenadante. Para eliminar la mayor cantidad de medio, se
realizé un lavado con 1mL de PBS 1x estéril con pH 7.4. El pellet celular se
resuspendié con 1mL de Trizol y se dejo incubar a temperatura ambiente -
durante 5 minutos- para permitir la disociacion completa de los elementos
celulares. Enseguida, se agregaron 200uL de CHCIs (cloroformo) y la mezcla se
agitdé suavemente, por inversion, durante 15 segundos. La muestra se centrifugd
a 3500 rpm por 15 minutos, en una centrifuga refrigerada a 4°C. Después, se
removié completamente la fase acuosa que contenia el RNA. Para precipitar el
DNA, se agregaron 2.5 volumenes de C2HsOH (etanol) al 100% a 4°C, se mezcld
suavemente por inversién y se incubé a -20°C al menos durante 1 hora.
Posteriormente, la muestra se centrifugdé a 3500 rpm por 5 minutos, a 4°C y se
removio la totalidad del sobrenadante, con mucho cuidado, para recuperar el
DNA. Al pellet de DNA se le realizd un lavado con 1mL de NasCsHs07 (citrato
trisédico; 0.1M/ C2HsO 10%, pH 8.5) y se incub6 durante 30 minutos, a
temperatura ambiente procurando mezclar ocasionalmente. Nuevamente, la
mezcla se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos, a 4°C y se descartd el
sobrenadante. Después, se realiz6 un lavado con 1.5 mL de C2HsOH (etanol) al
75% a 4°C, se mezclé suavemente por inversién y se incub6 a 4°C por 10
minutos. La mezcla se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos, a 4°C y se elimind
en su totalidad. Finalmente, el DNA se dej6é secar a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se resuspendio en 80uL de H20 estéril y libre de nucleasas.
Para comprobar la integridad del DNA extraido, se realizaron analisis de
electroforesis en geles de agarosa (1% ) tefidos con bromuro de etidio (BrEt) y
se visualizaron en un transiluminador con luz UV. Cada muestra se cuantifico en

el espectrofotdmetro NanoDrop Lite, NanoDrop® y se almacend a -20° C.

6.4 Analisis del promotor del gen de miR-21 in silico
Se realiz6 un analisis in silico de la region promotora del miRNA humano hsa-
mir-21  (NCBI: NR_029493.1;Ensembl: ENSG00000062716; MIM:611020;
miRBase: MIO000077) para ubicar los sitios putativos de union de NF-kB. Para
obtener la secuencia génica de miR-21, el analisis se hizo utilizando la base de

datos de Ensembl (http://www.ensembl.org). Posteriormente, se empled el sitio
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web TFSITESCAN IFTI-MIRAGE (http://www.ifti.org) para la prediccion de los
sitios de union de NF-KB dn la region promotora de miR-21. Con la herramienta
PrimerQuest, ofrecida por Integrated DNA  Technologies (IDT)
(https://www.idtdna.com), se realizé el disefio de los oligonucledtidos usados
para amplificar los sitios NF-KB de interés por medio de ensayos de PCR. Cada
oligonucledtido fue complementado, en los extremos 5’y 3, con los sitios de
restriccion para las enzimas Nhel y Kpnl. Finalmente, con la herramienta
NEBcutter V2.0, proporcionada por New England BioLabs
(https://www.neb.com), se comprobaron los sitios de restriccion para cada
oligonucledtido.

Con el analisis bioinformatico de sitios NF-kB en la regién promotora 5" de miR-
21, se identificaron un total de 5 elementos NF-kB (NFKB-1 del nucleétido -463
al nucledtido -470; NFKB-2 del nucledtido -1041 al nucledtido -1051; NFKB-3 del
nucleotido -1269 al nucledtido -1279; NFKB-4 del nucledtido -2711 al nucledétido
-2720; y NFKB-5 del nucleotido -2827 al nucledtido -2836; en relacion al sitio de
inicio de la transcripcion de miR-21).

PCR

Se sintetizaron un total de 6 pares de oligonucleétidos. Para amplificar el
fragmento sin sitios NF-kB (NFKB-0); es decir, que no contenia ningun elemento
potencial de reconocimiento para NF-kB obtenido en la prediccion in silico, se
utilizaron los oligo sentido: 5’-CGT-GGT-ACC-AAA-CAG-GAG-AGG-AGA-AAT-
ATC-3’ y antisentido: 5’-CTA-GCT-AGC-GAG-ATG-TCA-CGA-TGG-TAG-G-3..
Para amplificar el fragmento NF-kB, con el primer sitio de union a miR-21 (NFKB-
1) se utilizaron los oligos sentido: 5’-CGT-GGT-ACC-GGC-TTG-TCA-CAA-ATG-
ATT-G-3' y antisentido: 5-CTA-GCT-AGC-GAG-ATG-TCA-CGA-TGG-TAG-G-
3’. Para amplificar el fragmento con el primer y segundo sitio de unién de NF-kB
(NFKB1-NFKB2) a miR-21 se utilizaron los oligos sentido: 5-CGT-GGT-ACC-
GAC-TGG-CCT-TCT-GTT-TGT-TAC-TTT-C-3° y antisentido: 5-CTA-GCT-
AGC-GGG-TAA-TTT-CTC-TCT-CCA-GTA-TCC-TTT-C-3. Para amplificar el
fragmento con los primeros tres sitios NF-kB (NFKB1-NFKB2-NFKB3) se
utilizaron los oligos sentido: 5'-CGT-GGT-ACC-CCT-TAA-ATT-GGG-AGG-ACT-
CCA-AGC-3’ y antisentido: 5-CTA-GCT-AGC-CAT-TAA-CAC-AGA-TAC-GAC-
AGA-GTG-TGG-3'. Para amplificar los sitios NF-kB en la cuarta y quinta
posicion (NFKB4-NFKB5) se utilizaron los oligos sentido: 5-CGT-GGT-ACC-
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CCA-TTT-CAG-GAG-TAC-CTG-GAG-GC-3" y antisentido: 5-CTA-GCT-AGC-
CAA-GTC-ACC-TCA-GTA-AGT-CTA-ATA-C-3°. Para amplificar el sitio con la
quinta posicion (NFKB-5) se utilizaron los oligos sentido: 5-CGT-GGT-ACC-
CGG-TTT-CTG-ATT-TAC-AGC-TCT-TG-3" y antisentido: 5 CTA-GCT-AGC-
CAC-TGG-CAA-ACC-AAC-TTC-AC3’ (Figura 8).

Para ampificar los diferentes fragmentos de DNA que contienen los sitios NF-kB
del promotor de miR-21, se utiliz6 el DNA gendmico extraido con Trizol y se
obtuvieron los amplicones correspondientes por PCR. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: para amplificar el sitio NFKB-0 fueron 95°C por 5 minutos,
95°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto durante 30 ciclos,
seguidos por 72°C por 10 minutos; y se obtuvo un fragmento de DNA de 433pb
(Figura 10A). Para el sitio NFKB-1 fueron 95°C por 5 minutos, 95°C por 1 minuto,
70°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto durante 30 ciclos, seguidos por 72°C por
10 minutos; y se obtuvo un fragmento de DNA de 975pb (Figura 10B). Para los
sitios NFKB1-NFKB2 fueron 95°C por 5 minutos, 95°C por 1 minuto, 63.9°C por
1 minuto, 72°C por 1 minuto durante 30 ciclos, seguidos por 72°C por 10 minutos;
y se obtuvo un fragmento de DNA de 707pb (Figura 10C). Para los sitios NFKB1-
NFKB2-NFKB3 fueron 95°C por 5 minutos, 95°C por 1 minuto, 68.5°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto durante 30 ciclos, seguidos por 72°C por 10 minutos;
y se obtuvo un fragmento de DNA de 960pb (Figura 10D). Para los sitios NFKB4-
NFKBS fueron 95°C por 5 minutos, 95°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C
por 1 minuto durante 30 ciclos, seguidos por 72°C por 10 minutos; y se obtuvo
un fragmento de DNA de 430pb (Figura 10E). Para el sitio NFKB-5 fueron 95°C
por 5 minutos, 95°C por 1 minuto, 64°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto durante
30 ciclos, seguidos por 72°C por 10 minutos; y se obtuvo un fragmento de DNA
de 498pb (Figura 10F). Para cada reaccion de PCR se utilizaron 2.5uL de buffer
Taq polimerasa [5x] MgCl2 [25mM] 3uL, dNTPs [10mM] 1puL, oligonucledétidos
[20pmol] 1uL, DNA [400-800ng] 1uL, DNA Taq polimerasa [0.5 U] 0.2uL, en un
volumen total de 25uL. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis,
durante 60 minutos en gel de agarosa (1%) y tefido con BrEt para comprobar el

tamano del fragmento y posteriormente fueron purificados (Figura 8).
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Figura 8. Esquema que muestra los sitios NF-kB en el promotor del gen miR-21
y las regiones que incluyen las diferentes secuencias de reconocimiento NF-kB

a amplificar por PCR.

Purificacion de DNA

A partir de los productos de PCR especificos, correspondientes a cada fragmento
con los elementos NF-kB incluidos, se realizd la precipitacion alcohdlica para
concentrar el DNA.

A cada muestra se le agregd una décima parte del volumen total de C2H3sNaOz2
(acetato de sodio 3M, pH 5.2) y 2 volumenes de C2Hs0H (etanol) al 100%, se
mezclé suavemente por inversion y se incubd a -20°C al menos por 1 hora.
Después del tiempo de incubacién, se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos, en
una centrifuga refrigerada a 4°C. A continuacion se removié el sobrenadante y
se realiz6 un lavado con C2HsOH (etanol) al 70%. Nuevamente se centrifugo a
3500 rpm por 5 minutos y se retird,cuidadosamente, el etanol y se dejo secar el
pellet de DNA a temperatura ambiente, en un lugar sin flujo de aire, durante 10
minutos. La muestra se resuspendio en 80uL de H20 estéril y libre de nucleasas,
para después incubarse a 55° C por 15 minutos. Cada muestra se cuantificé en
el espectrofotometro NanoDrop Lite, NanoDrop® .Finalmente el DNA se

almacend a -20°C.
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6.5 Estrategia de clonacion y construccion de plasmidos reporteros

con los sitios de reconocimiento para los elementos NF-kB del

promotor de miR-21
Los insertos de DNA, que incluyen los sitios de reconocimiento de NF-kB,
obtenidos previamente por PCR, fueron clonados en los sitios de restriccion Nhel
y Kpnl en el plasmido reportero pGL2-Basic. El plasmido pGL2-Basic se utilizé
ya que carece de promotor eucariota y de secuencias enhancer, ademas tiene
el gen luc de la luciferasa como reportero y presenta una regidn de resistencia a
la ampicilina. Se realiz6 una doble digestidon -por separado- a 1ug del vector
(pGL2-Basic) y 1ug de DNA correspondiente a cada uno de los insertos de NF-
kB, con 2uL de buffer 10x Fast Digest y 1uL de las enzimas de restriccion Nhel
(10 U/ uL) y Kpnl (10 U/ pL) Fast Digest (Thermo Scientific), en un volumen final
de 15pL; la muestra se incubo6 durante 1 hora a 37°C y se inactivd la reaccion
por incubacion a 80°C por 5 minutos. Posteriormente, los insertos de NF-kB y el
vector pGL2-Basic (Promega, Madison USA) se ligaron (Figura 9), al realizar una
mezcla en una relacion de concentracion 1:1; 3:1; 5:1 (inserto:vector),
respectivamente, con 1uL de enzima T4 DNA ligasa, 2uL de buffer T4 ligasa, en
un volumen total de 20uL y dejando incubar 1 hora a 22°C e inactivando la
reaccion por incubacion a 65°C por 10 minutos. Después, se transformaron
bacterias E. coli DH5a competentes con las construcciones moleculares por
choque térmico. Para cada transformacion se mezclaron 40uL de H20, 5uL de
reaccion de ligacion (1:1,3:1,5:1) y 200uL de bacterias competentes; se incubo
por 30 minutos a 4°C. Enseguida, se aplicd el choque térmico de 42°C por 90
segundos; inmediatamente se incubd por 5 minutos a 4°C. Para la fase de
recuperacion, se agregdé 1mL de medio LB a cada mezcla de transformacion y
se incubd por 1 hora a 37°C con agitacion de 300 rpm. Finalmente, se centrifugd
cada reaccién a 3500 rpm durante 5 minutos, se retiraron 950uL del
sobrenadante y el resto se usé para resuspender el pellet celular y después
sembrarlo en placas de LB Agar/Ampicilina (100 ug/mL) que fueron incubadas

toda la noche a 37°C.
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Figura 9. Esquema de pGL2-Basic y de los insertos NF-kB generados por PCR
que fueron clonados en este vector reportero. En rojo y rosa se destacan los

sitios de restriccidn utilizados para las construcciones moleculares.

Para comprobar que las construcciones moleculares contenian los insertos NF-
kB, se seleccionaron diferentes colonias y se les realizo extraccion de plasmido
por lisis alcalina para posteriormente identificar a las colonias positivas por un
ensayo de restriccion enzimatica con Mlul. Cada colonia fue cultivada en un tubo
con 5mL de LB/Ampicilina (100 ug/mL) a 37°C con agitacién de 300 rpm por 12
horas. El cultivo se centrifugd a 3500 rpom por 10 minutos, el sobrenadante fue
eliminado completamente. El sedimento bacteriano se resuspendié en 100uL de
solucion | fria (glucosa 50 mM; Tris-HCI 25 mM, pH 8; EDTA10mM, pH 8) y se
dejo incubar por 3 minutos en hielo. Después se agregaron 200uL de solucién Ii
fresca y a temperatura ambiente (SDS 1%; NaOH 0.2N), la mezcla se
homogeniz6 cuidadosamente por inversidn varias ocasiones. Posteriormente se
agregaron 150uL de solucién Il fria (acetato de potasio/acido acetico glacial 3M,

pH 6.0) y se homogenizé por inversion. Enseguida, se centrifugd a maxima
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velocidad durante 15 minutos en una centrifuga refrigerada a 4°C. La fase
superior acuosa se recupero cuidadosamente en tubos nuevos y se le agregd
0.5 del volumen total de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1 (v:v) y se
homogeniz6 por inversion. Nuevamente, se centrifugé a 3500 rpm durante 10
minutos a 4°C y la fase superior acuosa fue transferida a tubos nuevos. A
continuacion se agregaron 2.5 volumenes de C2HsO 100% a 4°C para precipitar
el DNA plasmidico, por lo que se mezclo por inversidn varias veces y se incubd
por lo menos 1 hora a -20°C. Para recuperar el DNA plasmidico, se centrifugd a
maxima velocidad durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante fue eliminado. Se
realizd un lavado con 300uL de C2HesO (etanol) al 70% a 4°C y se centrifugo a
maxima velocidad por 5 minutos; cuidadosamente se removié el sobrenadante
en su totalidad. Finalmente, el DNA plasmidico se dej6 secar al aire a
temperatura ambiente durante 15 minutos y se resuspendioé en 100uL de H20
estéril y libre de nucleasas. Por ultimo se afiadieron 2uL de RNasa (10mg/mL) y
se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente. Cada muestra se cuantificd
en el espectrofotometro NanoDrop Lite, NanoDrop® y se almacend a -20°C.
Para cada reaccion de digestion enzimatica con Mlul se hizo una mezcla con 2ug
de las construcciones de plasmidos (pGL2Basic/NF-kB), 2uL de buffer 10x Fast
Digest, 2uL de enzima Mlul (10 U/ uL) Fast Digest, en un volumen final de 15uL.
La reaccion se dejo incubar a 37°C por 1 hora y la enzima se inactivdé con 80°C
por 5 minutos. El patron de movilidad electroforética se confirmé con un ensayo
de electroforesis en geles de agarosa 1% tenidos con BrEt y visualizado en un
transiluminador con luz UV (Figura 10).

Purificacion de plasmidos reporteros

Las colonias que presentaron un patrén de bandas que demuestran ser positivas
por el ensayo de restriccion, fueron seleccionadas para purificar los plasmidos a
gran escala por MidiPrep. Los plasmidos fueron aislados con el kit PureYield
midiprep (Promega, Madison, WI), debido a que permite aislar grandes
cantidades de plasmidos con alta calidad de pureza y libre de endotoxinas. Con
el DNA plasmidico purificado, por lisis alcalina se transformaron bacterias
competentes E. coli DH5a por choque térmico. Para lo cual se utilizaron 40uL
de H20, 5uL de plasmido y 200uL de bacterias competentes para cada reaccion;
la muestra se incubd por 30 minutos a 4°C. Enseguida se aplicé el choque

térmico de 42°C por 90 segundos; inmediatamente se incubd 5 minutos a 4°C.
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Para la fase de recuperacién, se agregdé 1mL de medio LB a cada mezcla de
transformacién y se incubé por 1 hora a 37°C con agitacion de 300 rpm.
Finalmente, se centrifugd cada reaccion a 3500 rpm durante 5 minutos, se
retiraron 950uL del sobrenadante y el resto se usé para resuspender el pellet
celular y después sembrarlo en placas de LB Agar/Ampicilina (100 pg/mL) que
fueron incubadas toda la noche a 37°C. Pasado el periodo de incubacion, se
tomo una estria y se inocul6 un tubo con 5SmL de LB/Ampicilina (100 ug/mL) para
el precultivo, se dejé incubando a 37°C con agitacién de 300 rpm durante toda
la noche. Después, se inocularon 200mL de LB/Ampicilina (100 ug/mL) con el
precultivo y se incubé a 37°C con agitacion de 300 rpm por 12 horas. La
extraccion de plasmidos -con el kit- consisti6 en sedimentar las células
procedentes del cultivo bacteriano y someterlas a una fase de resuspensién
celular, lisis celular y neutralizacion que permitieron las condiciones necesarias
para la union del DNA plasmidico a la membrana de silica de la columna.
Después se lavd la membrana de la columna para eliminar contaminantes.
Finalmente el DNA plasmidico se eluyé en 600uL de H20 estéril y libre de
nucleasas. Cada muestra se cuantificd en el espectrofotometro NanoDrop Lite,

NanoDrop® y se almacend a -20°C.

6.6Ensayos de transfeccion celular y analisis de la actividad de
luciferasa

Las células SiHa, HelLa, C33-A y HaCaT fueron transfectadas con las
construcciones de los plasmidos reporteros pPGNFKB-0, pGNFKB-1, pGNFKB1-
2, pPGNFKB1-3, pGNFKB4-5, pGNFKB-5 que fueron generadas y que contienen
los diferentes sitios de reconocimiento para NF-kB en el promotor de miR-21.
Los plasmidos se obtuvieron con el kit PureYield midiprep (Promega, Madison,
WI) como se describié anteriormente.
La transfeccion se realizé con el reactivo FUGENE HD (Promega, Madison, WI)
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Brevemente, 24 horas antes
de la transfeccion, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos con una
superficie de crecimiento de 2cm?, a una densidad de 0.6x10% células/pozo en
2mL de medio de cultivo DMEM, con SFB 10% y 1x de antibiético/antimicético.

La transfeccidn se realizé cuando las células alcanzaron una confluencia del 80-
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85%. En el momento de la transfeccion, se diluyé 1ug de DNA plasmidico en
medio de cultivo DMEM sin SFB, con un volumen final de 50uL, para obtener
una concentracion de 0.020ug/pL y se homogenizd por pipeteo suave. Para
transfectar cada pozo, se agregaron cuidadosamente 1.7uL de FUGENE HD
(Promega, Madison, WI) al medio de cultivo con DNA plasmidico y se dej6
incubar 20 minutos a temperatura ambiente. Mientras transcurria el tiempo de
incubaciéon, se cambio el medio de cultivo de los pozos por 500uL de medio
DMEM sin SFB. Posteriormente, se colocaron cuidadosamente los 25uL del
complejo (DNA plasmidico+ FUGENE HD) a cada pozo, distribuyéndolo
cuidadosamente. Las células transfectadas fueron incubadas con los complejos
por 4 horas a 37° C con atmosfera humeda y CO:2 al 5%. Posteriormente, se
retir6 el medio de los pozos y se le adicionaron 500uL de medio DMEM
suplementado con SFB 10% a cada pozo. Finalmente, se incubaron las placas
durante 48 horas.

Después de 48 horas de la transfeccion con FUGENE HD (Promega, Madison,
WI1), se removi6 cuidadosamente el medio de cultivo de cada pozo. Se realiz6 un
lavado con PBS 1x pH 7.4 estéril teniendo mucha precaucion de no remover las
células. Después se agregaron 100uL de buffer de lisis 1x (Promega, Madison,
WI) a cada pozo, se homogeniz6 suavemente la placa y se incub6 de 10-15
minutos en una agitadora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
despegaron vigorosamente las células de los pozos con ayuda de raspadores de
células y se homogenizo varias veces el lisado celular por pipeteo. De cada pozo
se tomaron 20pL del lisado celular y se colocaron en una placa de 96 pozos para
lumindbmetro. Finalmente, a cada pozo se le agregaron 50uL del reactivo de
luciferasa -Luciferase Assay System (Promega, Madison USA)- para
inmediatamente medir la actividad del gen reportero de luciferasa en el equipo
Glo-Max 20/20 Luminometry System. Todos los experimentos fueron realizados
por triplicado. Los resultados fueron expresados como actividad relativa de
luciferasa (ARL).

6.7 Analisis estadistico
Los datos estan expresados como la media y la desviacion estandar (DE)
estimada a partir de grupos experimentales independientes (células SiHa, Hela,

C33-A y HaCaT), cada uno realizado por triplicado. Para determinar la diferencia
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entre las medias de los grupos se utilizé la prueba de t-Student. La significancia

estadistica fue definida con un valor de p<0.05.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Analisis de los sitios de reconocimiento para NF-kB en el
promotor 5°del gen miR-21
Para identificar los potenciales sitios de unién de NF-kB, en una region de 5kb
del promotor 5 del gen de miR-21, se realizé un analisis bioinformatico con la
herramienta TFSITESCAN, que esta respaldada por el Institute for
Transcriptional Informatics (IFTI) y es capaz de identificar sitios potenciales de
reconocimiento para factores de transcripcion en secuencias pertenecientes a
regiones promotoras. Los sitios de reconocimiento putativos a la busqueda son
el resultado de la base de datos orientada a objetos de factores de transcripcion
llamada o0o0TFD. Los resultados obtenidos a partir de del analisis in silico,
sugirieron cinco potenciales sitios de reconocimiento para el factor de
transcripcion NF-kB (Figura 8).
Con el proposito de analizar la funcionalidad de estos elementos de
reclutamiento de NF-kB en el promotor de miR-21, se disefiaron y sintetizaron
oligonucledtidos especificos, a manera de deleciones consecutivas de los
elementos NF-kB; sin embargo, el disefio éptimo y propuesto inicialmente solo
se logré para las tres primeras secuencias proximas al sitio de inicio de la
transcripcion del gen miR-21. De esta manera, por medio de PCR, fueron
obtenidos los amplicones correspondientes a los siguientes conjuntos de
elementos: NFKB-0; NFKB-1; NFKB1-NFKB2; NFKB1-NFKB2-NFKB3; NFKB4-
NFKB5 y NFKB-5 (Figura 10).
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Figura 10. Amplicones correspondientes a las secuencias de reconocimiento
para NF-kB en el promotor del gen miR-21. En la parte superior se muestran los
sitios de reconocimiento de NF-kB obtenidos in silico; con flechas delgadas se
sefalan las regiones a amplificar por PCR. En la parte inferior, se observan los
productos de amplificacion correspondientes para cada conjunto de elementos
NF-kB. El asterisco (*) indica la localizacion de la secuencia sin sitios NF-kB
(NFKB-0).

7.2 La expresion de miR-21 se sugiere es modulada por la unién del

factor de transcripcion NF-kB a su region promotora en el extremo 5°
Dado que se ha propuesto que los factores de transcripcion NF-kB contribuyen
al desarrollo del cancer, mediante un proceso en el que estan involucrados otros
elementos de regulacion génica y sobre todo miRNAs [71], en el presente
estudio se realizé un ensayo in vitro de la actividad promotora del gen miR-21;
relacionado especificamente con secuencias potenciales de reconocimiento
para NF-kB, mediante la generacion de construcciones de plasmidos reporteros.

Para este propdsito, se obtuvieron los siguientes amplicones correspondientes
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a los sitios NF-kB: NFKB-0 (433nt), NFKB-1 (975nt), NFKB1-NFKB2 (707nt),
NFKB1-NFKB2-NFKB3 (960nt), NFKB4-NFKB5 (430nt), NFKB-5 (433nt). Estos
insertos fueron clonados en el vector reportero pGL2-Basic y después se
identificaron las construcciones de plasmidos reporteros positivas por analisis de
restriccion enzimatica. Las construcciones consideradas como positivas fueron
aquellas en donde el sitio unico de corte para la enzima Mlul del vector se
encontraba ausente, debido al acoplamiento de los sitios NF-kB. Por lo tanto, las
construcciones de plasmidos reporteros seleccionadas, fueron las que mostraron
un patrén electroforético similar al vector sin digerir, que se observa como tres
bandas que corresponden a la conformacion topoldgica del plasmido. Las
construcciones descartadas fueron aquellas que, dada la presencia del sitio
unico de corte para Mlul, esta enzima de restriccion logro digerir y se observaron
como una banda muy cercana a la longitud del plasmido pGL2-Basic (5598pb)
correspondiente a moléculas lineales de longitud completa del plasmido (Figura
11). Posteriormente, las construcciones de plasmidos reporteros fueron

confirmadas mediante secuenciacion.
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Figura 11. Ensayos de electroforesis en gel de agarosa 1% de construcciones
reporteras sometidas a digestdén enzimatica con Mlul. En la tres imagenes: el
primer carril pertenece a pGL2-Basic sin digerir y el segundo carril a pGL2-Basic
digerido con la enzima Miul. Los carriles 3-12 pertenecen a colonias
independientes de plasmidos reporteros sometidas a restriccion enzimatica con
Mlul. A Corresponde al patrén electroforético para pGNFKB-0 y pGNFKB-1. B
Corresponde al patron electroforético para pGNFKB1-2 y pGNFKB1-3.C
Corresponde al patron electroforético para pGNFKB4-5 y pGNFKB-5.

Ensayo de luciferasa

Para evaluar la actividad funcional de las regiones promotoras que contienen las

diferentes secuencias de reconocimiento para NF-KB, se realizaron los ensayos
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de transfeccién en diferentes lineas celulares de CaCU; en donde se estimo la
actividad relativa del gen reportero de luciferasa (ARL).

Debido a que se han demostrado altos niveles de expresion de miR-21 en lineas
celulares de CaCU [73], se transfectaron células SiHa (HPV-16+), HeLa (HPV-
18+), C-33A (HPV-, p53 y pRB mutados) y HaCaT (queratinocitos epidérmicos
primarios) con las construcciones de plasmidos pGNFKB-0, pGNFKB-1,
pGNFKB1-2, pGNFKB1-3, pGNFKB4-5, pGNFKB-5 y el plasmido pGL2-Basic
vacio como control negativo y pGL2-Control como control positivo.
Posteriormente se evalud la actividad de la luciferasa usando un luminémetro.
Los plasmidos que contienen las secuencias de reconocimiento para NF-kB,
indujeron de manera diferencial la actividad del gen reportero de luciferasa, que
representa la actividad promotora del gen de miR-21, en cada una de las lineas
celulares analizadas (Figura 12).

Para los cultivos celulares sin transfectar, es decir, sin tratamiento (ST), se
identifico una actividad de luciferasa similar a la condicion de transfeccion con el
plasmido vacio para las células HaCaT, SiHa y HelLa; a excepcion de la linea
celular C33-A, en donde se observd una disminucion de la actividad de la
luciferasa de aproximadamente un 30% en comparacion con el plasmido vacio.
Cuando se empled el plasmido pGNFKB-0, que no contiene sitios de
reconocimiento para NF-kB, se observé un aumento significativo de casi tres
veces la actividad de la luciferasa, en comparacion con el plasmido vacio en la
linea celular SiHa. En la linea celular HaCaT se identific6 un aumento de la
actividad de luciferasa de cerca del 25%; mientras que para la linea celular HeLa
se observé una disminucion de £25% , y en las células C33-A no se observaron
cambios en la actividad del reportero. Cuando se realiz6 la transfeccion con el
plasmido pGNFKB-1, que contienen un sitio NF-kB, la actividad de luciferasa
incremento significativamente para las lineas celulares C33-A en +20% y SiHa
enun +x150%. En lalinea celular HaCaT se observo una disminucion de actividad
de +10% y en las células HelLa se conservé una actividad similar a la transfeccion
con el plasmido vacio. Cuando se analizé la transfeccion con el plasmido
pGNFKB1-2, que contiene dos sitios NF-kB, no se identificaron diferencias
significativas en todas las lineas celulares. Sin embargo, el nivel de actividad de
luciferasa para HaCaT aumentd +10%. En las células C33-A se observo un

aumento del £25% de la actividad de luciferasa, mientras que en las células HelLa
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se observd un incremento del +10% aproximadamente. En la transfeccion de
células SiHa se observo una disminucion de la actividad de la luciferasa de
+25%. Cuando se analizé la transfeccion con el plasmido pGNFKB1-3, que
contiene tres sitios NF-kB, en las células HaCat y C33-A no se observaron
cambios en la actividad de la luciferasa. En las células SiHa se identificé un
importante aumento en la actividad del gen reportero de luciferasa de £200%. En
las células HelLa se percibe una expresion aumentada de +25% . Debido a que
no se pudo evaluar la actividad de luciferasa para una condicion que incluyera
los 4 elementos NF-kB contiguos al promotor del gen de miR-21 y para la
totalidad de secuencias de reconocimiento NF-kB en dicha region promotora, se
valord la transfeccion con el plasmido pGNFKB4-5, que contiene los sitios
NFKB4-NFKBS, y también la actividad de luciferasa para el plasmido pGNFKB-
5 que corresponde al sitio NFKB-5. Cuando se evalué la actividad de la luciferasa
con el plasmido pGNFKB4-5, no se observaron cambios significativos para las
lineas celulares HaCaT, C-33A y SiHa. Sin embargo, para la linea celular HelLa
hubo un aumento en la actividad de £30%. Finalmente, se analizo la transfeccién
con el plasmido pGNFKB-5, en donde se observd un aumento significativo en la
actividad de la luciferasa en la linea celular SiHa que corresponde a un +50%,
mientras que en las células HelLa se identific6 un incremento de la actividad
promotora de +115% .

En conjunto, estos resultados sugieren un incremento en la actividad del gen
reportero de luciferasa para las lineas celulares tumorales que esta influenciada
por la presencia de los elementos NF-kB y, por lo tanto, disminuida por la
ausencia de las secuencias de union para NF-kB. Los resultados también
permiten dilucidar que los fragmentos NF-kB mas cercanos al sitio de inicio de la
transcripcion de este miRNA, pueden estar contribuyendo mas activamente en
la regulacion de la transcripcidn del gen de miR-21; en un proceso que parece

depender del tipo celular y del genotipo de HPV presente.
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Figura 12.Andlisis funcional de las secuencias de reconocimiento para el factor
de transcripcion NF-kB en el promotor del gen miR-21. Se analizé la
funcionalidad de los elementos NF-kB mediante ensayos de actividad de
luciferasa, en diferentes lineas celulares de cancer cervical. Se encontrdé una
expresion diferencial en la actividad relativa de luciferasa (ARL), la cual se
sugiere es en respuesta a la presencia de los elementos NF-kB y del contexto

celular, con respecto al vector reportero vacio (pGL2-Basic). Los datos
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VI. DISCUSION

El CaCU es uno de los tipos de cancer con mayor frecuencia entre la poblacién
femenina a nivel mundial y existe una fuerte necesidad por desarrollar métodos
diagndsticos y terapéuticos que sean eficaces y accesibles a la poblacion.

El perfil de expresion alterado de los miRNAs ha sido estudiado en multiples
padecimientos y esta claro que contribuyen en el desarrollo y progresion del
CaCU. Debido a la relevancia biolégica de miR-21 y a que interesantemente se
encuentra sobrexpresado en CaCU y en lineas celulares derivadas de carcinoma
cervical [4,73,74], se ha podido establecer una amplia area de investigacion que
propone a este oncomiR como un biomarcador con alto potencial para
pronosticar y diagnosticar este tipo de cancer [37].

Al igual que los miRNAs, los factores de transcripcion modulan procesos de
expresion génica y previamente se ha reportado -para cancer de
mama,colorectal, préstata y de pulmoén- que bajo ciertos estimulos
extracelulares, la region promotora de miR-21 recluta a NF-kB; este factor de
transcripcion coopera con otros elementos regulatorios, tales como el
transductor de sefales y activador de la transcripcion-3 (del inglés STAT3), para
activar la transcripcion de miR-21 [71]. Otros estudios que han trabajado sobre
la region promotora de miR-21 han propuesto que son 4 los sitios de
reconocimiento para NF-kB; sin embargo, en el presente analisis se propuso
analizar 5 sitios potenciales, los cuales fueron nombrados de la siguiente
manera: NFKB-0, NFKB-1, NFKB-2, NFKB-3, NFKB-4, NFKB-5 y se sugiere que
estos elementos reclutan proteinas Rel/NF-kB al promotor de miR-21 e inducen
su expresion de manera diferencial, segun el tipo celular y el genotipo de HPV.
Las secuencias NFKB-3 y NFKB-5 coinciden con dos sitios anteriormente
analizados en lineas celulares de cancer de mama, prostata y de pulmon [46,71,
72]; y de acuerdo a estos estudios han tenido relevancia bioldgica y contribuyen
al proceso de carcinogénesis. De esta manera, NF-kB influye de manera
relevante en la expresion de miR-21 al unirse al promotor de este oncogen
[71,72,75]. NF-kB es un factor de transcripcion constitutivamente activo en varios
tipos de cancer [1,61,65,68], que se transloca al interior del nucleo celular y se
une a secuencias consenso especificas que estan presentes en regiones

promotoras de genes blanco [75]; de esta manera, NF-kB regula la expresion de
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genes antiapoptdticos, citocinas proinflamatorias y favorece el fenotipo
canceroso. En la mayoria de las células, las proteinas NF-kB se encuentran en
su estado latente en el citoplasma y es bajo ciertos estimulos extracelulares que
se induce la activacion de estos elementos [66]. Como caso particular, se sabe
que la infeccion por HPV induce la actividad de los elementos NF-kB [76,77].
Previamente, se han reportado diferentes sitios potenciales de union de NF-kB
en la regiéon promotora del gen miR-21 en diferentes padecimientos y por lo tanto,
en un contexto celular distinto. En el presente trabajo, el analisis de las
secuencias consenso de NF-kB presentes en el promotor de miR-21, se obtuvo
de la base de datos 0oTFD. Este analisis in silico nos sugirié cinco elementos
potenciales de reconocimiento para NF-kB. Para los objetivos de este trabajo, se
emplearon las cinco secuencias sugeridas por la herramienta TFSITESCAN, con
el propdsito de ampliar el analisis de otras secuencias de reconocimiento para
NF-KB aun no analizadas y conocer su constribucion en la induccion de miR-21
en células de cancer cervical. Las proteinas Rel/NF-kB se caracterizan por unirse
a sitios de aproximadamenre 9-10pb de Ilongitud [66], mediante el
reconocimiento de la secuencia consenso GGGPuUNNPyPyCC (Pu=purina,
Py=pirimidina, N= cualquier base) [68].

Al analizar la funcionalidad de estas secuencias de reconocimiento, se
observaron diferentes grados de induccion de la actividad de la luciferasa
dependiente del contexto celular y de la presencia de cada uno de los elementos
de NF-kB.

Para conocer la funcionalidad de los elementos NF-kB en células no neoplasicas,
se evaluo el nivel de actividad de la luciferasa en la linea HaCaT vy no se
detectaron alteraciones significativas, ya que es una linea celular derivada de
queratinocitos humanos normales y no presenta un perfil de sobreexpresion de
miR-21 ni de NF-kB. Al evaluar la actividad de la luciferasa en las lineas
celulares establecidas de cancer cervical (C33-A, SiHa, HelLa), se observé un
incremento significativo con la presencia de las secuencias de reconomiento
para NF-kB. Previamente, se ha confirmado que la linea celular C-33A (HPV-),
en comparacion con las lineas celulares SiHa (HPV-16+), HeLa (HPV-18+) y
CaSki (HPV-16+), muestra un nivel de expresion menor de miR-21 [73]. De esta
manera, en los resultados se observa que la actividad de la luciferasa se

encuentra significativemente disminuida para la condicién sin tratamiento (ST).
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Sin embargo, el reclutamiento del primer elemento NF-kB (pGNFKB-1) ,préximo
al sitio de inicio de la transcripcion de miR-21, marca un aumento significativo en
la actividad de la luciferasa. Por otro lado, cuando se analiz6 la actividad
promotora del gen de miR-21, mediante la actividad relativa de luciferasa en las
células SiHa, se observd un incremento significativo por la acciéon conjunta de
los tres elementos contiguos (pPGNFKB1-3), y que de acuerdo con el grupo de
Yang et al (2015), la regiéon promotora en la que estan comprendidos estos tres
elementos de reconocimiento para NF-kB también es de relevancia biolégica; ya
que en cancer de pulmén contribuyen a la regulacion transcripcional de miR-21
y a su vez, modulan la expresion de genes blanco que modifican los procesos
celulares. Adicionalmente, el elemento pGNFkB-5 que fue de importancia para
el grupo de Yang et al, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo,
también resulté tener relevancia funcional en células cervicales tumorales HPV-
HR+. Al evaluar la actividad de luciferasa en la linea celular HelLa, la tendencia
ascendente de expresion demuestra también que la accion conjunta de los
elementos NF-kB influyen sobre la expresion de miR-21; sin embargo, se
observa que el incremento significativo corresponde a la secuencia de
reconocimiento mas lejana al inicio de la transcripcion (pGNFKB-5).

Ademas, es importante mencionar que al igual que los multiples factores de
transcripcion conocidos, el factor NF-kB no funciona de manera aislada, sino que
interactua con una gran variedad de elementos reguladores, formando grandes
redes de cooperacion; de igual forma, el promotor de miR-21 se relaciona con
diefrentes factores que inhiben o promueven su expresion. Asi, en los
experimentos realizados fue posible detectar una actividad aumentada e incluso
significativa para la condicion que no incluye secuencias de reconocimiento NF-
kB (pGNFkB-0) [78].

Para dilucidar de una manera mas integra el mecanismo molecular de regulacion
del promotor de miR-21 por NF-kB en cancer cervical, se requiere de estudios
adicionales de tipo EMSA (del inglés electrophoretic mobility shift assay) asi
como de DNA footprinting o ensayos tipo ChIP (del inglés chromatin
immunoprecipitation), que demuestren la interaccion DNA-proteina del factor de
transcripcion NF-kB con las secuencias especificas de reconocimiento en el
promotor de miR-21. En este sentido, aunque estos ensayos sean necesarios y

complementen los resultados reportados en esta tesis, no estan planteados
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dentro de los alcances de sus objetivos, sino que estan estan siendo
desarrollados por el grupo de trabajo.

En conjunto, los resultados reportados en esta tesis sugieren el hecho de que
parte de los mecanismos de regulacion de la expresion génica del gen de miR-
21 ocurren a nivel transcripcional a través de la interaccion con el factor de
transcripcion NF-kB en las células cervicales tumorales humanas transformadas
con el HPV-HR+. Estos hallazgos no excluyen que otras vias moleculares
puedan influir también en la regulacioén transcripcional del promotor de miR-21,
lo cual ofrece excelentes oportunidades de estudio para identificar nuevos
blancos potencialmente terapéuticos contra el cancer cervical. La relevancia de
los resultados reportados aqui seran mejor apreciados cuando se realicen este

tipo de analisis en muestras de pacientes con cancer cervical.
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IX. CONCLUSIONES

e Se identificaron cinco secuencias de reconocimiento para el factor de

transcripcion NF-kB en la region promotora 5° del gen humano miR-21.

e Se sugiere que el factor tanscripcional NF-kB induce la actividad
promotora del gen de miR-21, mediante el reclutamiento de las proteinas
Rel/NF-kB a sus diferentes sitios de reconocimiento en la regidn

promotora de este miRNA.

e Las cinco secuencias de reconocimiento para NF-kB son funcionales
para inducir la actividad promotora de miR-21 y el grado de induccién

varia de acuerdo a la presencia/ausencia de estos elementos.
e Se sugiere que la regulacion del promotor de miR-21, por el factor de

transcripcion NF-kB, también es dependiente del genotipo de HPV

presente.
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X. PERSPECTIVAS

En este estudio, se analizd la regién promotora 5 del gen miR-21 y con las
herramientas pertinentes se obutvo un analisis in silico que sugiri6 cinco
secuencias potenciales de reconocimiento para las proteinas Rel/NF-kB en la
region promotora de dicho oncomiR. El planteamiento de la metodologia
proponia un modelo que evaluara en su totalidad los cinco sitios sugeridos y se
fueran deletando uno a uno. Sin embargo, no pudo ser llevado a cabo de tal
manera dado que los amplicones correspondientes a los elementos NFkB1-4 y
NFkB1-5, resultaron inespecificos. Por tal motivo, seria relevante ampliar el
analisis mediante el disefio y sintesis eficiente de oligonucledtidos para estos
fragmentos y posteriormente someterlos al mismo procedimiento in vitro
presentado en esta tesis. De tal manera, los resultados presentados en la
presente tesis en conjunto complementarian la informacion sobre la regulacidn
de la expresion de miR-21 influenciada por la presencia de estas secuencias de
unién para el factor de transcripcién NF-kB. Dado que miR-21 presenta una
sobreexpresion en tumores sélidos y hematolégicos [20, 37, 40, 45,46], a futuro,
podria ampliarse el analisis de la funcionalidad de NF-kB utilizando biopsias de
pacientes con carcinoma cervical en sus diferentes etapas de progresion del
cancer.

Dado que estudios recientes han comprobado la interaccion directa entre las
proteinas Rel/NF-kB y la regién promotora de miR-21, seria de interés conocer
si este comportamiento sucede con la misma efectividad en lineas celulares de
CaCU mediante ensayos de tipo ChIP o EMSA, medir su afinidad para
posteriormente comparar los resultados con la funcionalidad de las secuencias
de union a NF-kB.
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