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1. RESUMEN

Los microRNAs son moléculas pequefias de RNA no codificantes, que tienen la
capacidad de silenciar genes al inhibir su expresion o degradar el transcrito.
Los microRNAs se encuentran de manera desregulada en diversas patologias
entre ellas el céncer; tal es el caso de miR-21, el cual se encuentra
sobreexpresado en lineas celulares tumorales. Este microRNA regula
negativamente algunos genes involucrados en apoptosis, ciclo celular y
angiogénesis. Se ha reportado al inhibidor de metaloproteasas RECK como
blanco de miR-21 en céncer gastrico, osteoclastos y cancer oral, sin embargo,
en cancer cervicouterino (CaCU) se desconoce esta relacion. El inhibidor de
metaloproteasas RECK regula las proteinasas encargadas de la degradacion
de la matriz extracelular, la cual permite la comunicacién intercelular, debido a
que actla sobre factores de crecimiento, receptores de superficie celular y
moléculas de adhesion, esta condicion promueve un ambiente que favorece a
la angiogénesis y el desarrollo de cancer. El objetivo de este trabajo fue
restablecer la expresion del gen RECK mediante el silenciamiento de miR-21 a
través de plasmidos de expresion de siRNAs especificos para miR-21, en
lineas celulares cervicales humanas transformadas con VPH16+.
METODOLOGIA. Se transfectaron células SiHa con el plasmido pSilencer 1.0
U6 y con el plasmido pSiMiR21 que expresa SiRNAs. Se extrajo RNA y
proteinas para observar los cambios en los niveles de expresion de RECK
mediante gRT-PCR y Western Blot. RESULTADOS. Se identificaron cambios
en los niveles de expresiéon del RNAm de RECK posterior al silenciamiento de
miR-21. La expresion de la proteina de RECK se restablecié al silenciar a miR-
21. CONCLUSIONES. El silenciamiento de miR-21 mediante plasmidos que
expresen SiRNAs son eficientes para el restablecimiento de los niveles de

expresion RECK en células derivadas de CaCU.

Palabras clave: microRNA, cancer cervicouterino, RECK, VPH16+.



TABLA DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt ettt st ht e ettt ste e s ateebeesbeesabeesbeeeseesaeeeneens 4
1. RESUMEN . ..ottt ettt ettt et e s at e e be e sateebeesaeeeabeesateeareens 5
2. INTRODUCCION ... et eses s s s es s ess s s s s s s s s s s s sss s s s esssans 8
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......ooiiiiiiiiiteeieeite ettt 10
A, ANTECEDENTES ...ttt ettt sttt sttt st sae e st sae e s te e bt e s b e e saeas 12
5. MARCO TEORICO ...ooiuieiriiieisetseseeeeeeseeseseesissse sttt sssesssssnes 14
5.1 Epidemiologia de cancer cervicouterino (CaCl) .......ccceevuvveeiiiiieeeesiiiee e eriieee e 14
5.2 Caracterizacion del virus de papiloma humano (VPH) .......ccceeeiieiieciiieeeeiieeene 15
5.3 Infeccion por virus del papiloma humano (VPH) ........ooooeiiiiiiiiieeceee e 17
5.4 Biogénesis de MICTORNAS ........ooiiiiiiie et e et e e e e srre e e e e sabee e e s esraeeeenns 20
5.5 MIiCrORNA-21 (MIR-21)...ceiiieiiieieeiieet ettt 22
5.6 FUNCion bioldgica de RECK ........cccocuiiiiiiciieee et ectee et e e e e e ivae e e e earaee e 24
6. JUSTIFICACION .....uouieieieieeeeeeeeeeeee et s s s s s s s s s s s s asans 26
7. HIPOTESIS oottt bbb 27
8. OBJETIVO GENERAL ...ttt ettt ettt sttt s e sneesane e 27
8.1 Objetivos PartiCUIArES .....cccc et e e et e e e e e e e e enareeees 27
9. MATERIALY METODOS......etiiteeiieenteeeit et stee sttt et st sbe et sseesneesneesaneesneesaneens 28
9.1 Plasmidos de expresidon de siRNAs para miR-21........cccccceeeeeeeeiiciiiineeee e e eeccnene, 28
9.2 Cultivo celular y transfeCCioNES .....cvviieieccieeee e 29
9.3 Extraccion de RNA CON TFZOI ...coouuiiiiiiiiiiieeieeeteeeeeee e 30
9.4 Sintesis de CDNA ... e s 30
9.5 Diseiio de oligonucledtidos para detectar RECK y GAPDH por RT-PCR................ 30
9.6 Ensayos de RT-PCR punto final para deteccién de RECK y GAPDH...................... 31
9.7 ENSay0s de QRT-PCR....coiiiii ittt e e e e e arree e e e e e e e e eneneeees 32
9.8 EXLracCion de ProteiNas......cccciiieiecieecie ettt s te st ee et e s e e e sbe s e ee s aenseanes 32
9.9 Western Blot para la deteccion de RECK y B-actina en células SiHa..................... 33
10. RESULTADOS ...ttt sttt ettt et sttt s it be e st e e b e sate e bt e st e e sbeeeaseesneesaneesaeeenne 35
10.1 Silenciamiento de miR-21 con el plasmido pSiMIR21 ........cccceeiviiveeeiriieeneenenne 35



10.2 Efecto del plasmido pSiMiR21 en células SiHa ..........oooccmiiieiieiiicieeeee e, 36

10.3 Deteccidn del gen RECK en células SiHa posterior al silenciamiento de miR-21 38

10.4 Expresidn de la proteina de RECK posterior al silenciamiento de miR-21. ....... 41
11 DISCUSION .ottt 43
12. CONCLUSIONES ...coottiiitieiiittetitteeteteteeetetetetesaeetasesesesesssesssasssssssssssssssssssssssnsssssnsnnnnnnes 46
13. PERSPECTIVAS ...ttt ee et tetebasassssssbsbssssssessssnssnsssnssnnsnnnnns 47
LA, ANEXOS...ooeeeeeeiiiittitittttetet ettt eteeet et tetatetatstaaesssssssssssssasssssssssnsnsssnsssnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 48

14.1 Comité de ética en iNVeStIZAaCiON ......ccccvcuviieiieiiie e 48

14.2 Comisidon de bioseguridad .........coccvieiiiiiiiii e 49

14.3  Comité de iNVESTIZACION ...cccuvvieeieiiie et e e e 50
15. BIBLIOGRAFIA ..ottt 51



2. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica global,
debido a que es responsable de hasta un 20% de las muertes en paises de
ingresos bajos y medios, situacion que permanece en los cinco primeros
lugares de muerte en la comunidad femenina (1). En México, el CaCU ocupa
la segunda causa de muerte en mujeres cuya tasa de mortalidad ajustada por
edad fue de 9.1 por cada 100,000 mujeres (2).

Estudios epidemioldgicos y moleculares han asociado el desarrollo de CaCU
con una infeccion persistente del virus de papiloma humano (VPH), el cual se
transmite mediante la actividad sexual, y se considera como el agente
etiolégico de esta enfermedad. Sin embargo, la infeccion por VPH no es
determinante para el desarrollo de CaCU ya que existen otros factores
asociados (3). Los factores asociados a esta enfermedad, considera aspectos

genéticos, fisicos, quimicos y bioldgicos.

Los factores biologicos integran al transcriptoma, el cual en patologias como el
cancer se caracteriza por la expresion aberrante de proteinas y transcritos no
codificantes. Una parte significativa de moléculas que conforman el
transcriptoma no codificante son los microRNAs, los cuales son moléculas
pequefias de RNA gue se unen complementariamente al extremo 3'"UTR del
RNA mensajero y mediante este mecanismo, se regulan aproximadamente el
30% de los genes. Existen interacciones entre microRNAs y genes blancos,
qgue coordinan una serie de procesos bioldgicos los cuales se asocian a la

patogénesis de esta enfermedad (4).

Una gran diversidad de microRNAs se encuentran desregulados en CaCuU.
Entre ellos, se ha reportado a miR-143, miR-21, Let-7c y miR-196b, que se
encargan de regular genes involucrados en procesos metastasicos, regulacion
de apoptosis, e inhibicion de genes supresores de tumores (5). MiR-21 se
identific6 como un microRNA oncogénico y la sobreexpresion de éste

microRNA en CaCU, puede explicarse mediante la evidencia experimental la



cual apoya que la integracion del VPH se localiza en un sitio adyacente al inicio
de transcripcion de miR-21 (6,7). Adicionalmente, miR-21 regula genes
involucrados en procesos de metastasis, angiogénesis, y en el proceso de

apoptosis (8).

Se ha reportado que miR-21 regula al inhibidor de metaloproteasas RECK
(Reversion- Cysteine- with Kazal Motifs), el cual controla la actividad de las
metaloproteasas que degradan a las proteinas que conforman la matriz
extracelular, esta accion facilita la disociacion de las células tumorales vy
permite que se presenten las condiciones necesarias para la formacion de
vasos sanguineos, implicados en el acceso a nutrientes de las células

tumorales (9).

Se desconoce la participacion de miR-21 en CaCU sobre el inhibidor de
metaloproteasas RECK, por lo tanto, se ha propuesto como modelo de estudio
a la linea celular SiHa transformada con VPH-16 derivada de CaCU para

evaluar el restablecimiento de RECK mediante el silenciamiento de miR-21.



3. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

Dada la incidencia de nuevos casos de CaCU y defunciones que se le

atribuyen, esta neoplasia se considera un problema de salud publica en la
poblacién femenina en nuestro pais. La falta de diagndstico y tratamiento
oportuno y adecuado para esta enfermedad se refleja en las altas cifras de
mortalidad que ésta presenta.

Actualmente, se busca identificar herramientas potenciales para la disminucion
de estas cifras de mortalidad en la poblacion femenina. Se ha identificado, que
el mecanismo de RNA interferente presente en células eucariotes, podria jugar
un papel importante en la regulacion postranscripcional de genes.
Recientemente, se ha considero a este mecanismo como una herramienta con
un alto potencial terapéutico en procesos neoplasicos. Para ello, es necesario
conocer el perfil de expresion de microRNAs; tejido y tiempo especificos
durante el proceso neoplasico, lo que nos permite conocer qué genes blancos
se ven alterados por la regulacion ejercida por los microRNAs expresados en
ese momento. Conocer la funcién biologica de los genes que regulan los
microRNAs, nos permite conocer como es que la funcién del gen se ve

involucrado en el desarrollo y la malignidad de la neoplasia.

Se han identificado algunos grupos de microRNAs que se encuentran
desregulados en CaCuU y en lineas celulares derivadas de este carcinoma. Se
ha reportado que miR-21 se sobre expresa en esta condicion. Se ha propuesto
gue el silenciamiento de miR-21 mediante el mecanismo de RNA interferente
podria favorecer la restauracion de la expresion de uno de sus genes blanco; el
gen que codifica al inhibidor de metaloproteasas RECK. Se ha reportado la
disminucion en la expresion de RECK en lineas celulares derivadas de diversos
procesos neoplasicos. La importancia biologica de RECK es controlar la
actividad de las metaloproteasas que degradan proteinas de matriz

extracelular. La pérdida de esta funcion, conlleva a la degradacion de las
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proteinas que conforman la matriz extracelular y la formacion de un

microambiente 6ptimo para desarrollo de CaCU.

Por lo tanto, la pregunta de investigacion de este proyecto fue: si el
silenciamiento de miR-21, ¢permitira un restablecimiento en la expresion de

RECK en lineas celulares humanas transformadas con VPH16?
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4. ANTECEDENTES

Previamente, el grupo de trabajo cuantifico la expresion de miR-21 en células

SiHa y fue evaluado mediante por RT-gPCR tiempo real con sondas Tagman
de Applied Biosystems. Grafica 1. (Informacion generada por nuestro grupo de

trabajo aun no publicada.)

Para llevar a cabo el silenciamiento de miR-21 mediante el mecanismo de
interferencia se realizd la construccion del pladsmido pSiMiR21 que expresa
siRNAs. El plasmido consistié en el inserto de los oligos previamente disefiados
de la secuencia sentido de 19 nucleétidos de miR-21. La secuencias clonadas
en el vector fueron 5
CACCAGTCGATGGGCTGTCTTCAAGAGAGACAGCCCATCGACTGG-
TGTTTTTT 3 y 5 AATTAAAAAACACCAGTCGATGGGCTGTCTCTCTTG-
AAGACAGCCCATCGACTGGTGGGCC 3. (Figura 1) (73)
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CACCAGTCGATGGGCTGTCTTCAAGAGAGACAGCCCATCGACTGGTGTTTTTT

.. pSIMiR21

Figura 1. Construccién del plasmido de expresion de siRNAs para miR-21.
Secuenciacion capilar de DNA de plasmidos generados (pSiMiR21).

12



Posterior a la purificacion del plasmido pSiMiR-21 por el sistema PureYield TM
Plasmid Midiprep System Kit (Promega, Madisson, EUA), se secuenci6 el
inserto para identificar si los plasmidos contienen el templado que genera

siRNAs y reconocen las secuencias en el precursor de miR-21.

Se realiz6 una curva de concentracion del plasmido pSiMiR21 para ser
administrado a las células SiHa mediante transfeccion. Se consideré que 3y 5
ug del plasmido es suficiente para evaluar el efecto del silenciamiento de miR-
21.

Adicionalmente, se evalud el silenciamiento del microRNA humano miR-21
mediante el plasmido pSiMiR21. Se midio la expresion del gen PTEN que es

blanco de miR-21posterior al silenciamiento de miR-21 en células SiHa (73).

| | I mmiR-21

Oug 0.5ug 1ug 3ug 5ug
pSiMIR21 [ug]

1.2

Unidades relativas de expresion
miR-21/RNA U6

o o O 0o
o N A O ®

Gréfica 1. Andlisis de la expresion de miR-21 por el método comparativo 2-AACt en
células SiHa transfectadas con pSiMiR21.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Epidemiologia de cdancer cervicouterino (CaCU)

El CaCU es la cuarta causa de muerte a nivel mundial en mujeres en edad
reproductiva (10). Principalmente en los paises en vias de desarrollo, cada afio,
500,000 mujeres se diagnostican con la enfermedad y cerca de 275,000
mueren por esta causa (11). En México, el CaCU causo 3,959 defunciones en
el afo 2010, esto representa la segunda causa de muerte por neoplasias en

mujeres (2).

En la actualidad, se ha observado una disminucién en la incidencia y
mortalidad de CaCU en paises desarrollados debido a la implementacion de
tecnologias eficaces de tamizaje y deteccidén temprana. Sin embargo, en paises
en vias de desarrollo, no se observa una tendencia similar ya que no cuentan

con las mismas estrategias (12).

Desde la década de los 80°s se han descrito diferentes factores de riesgo para
el desarrollo de CaCU. Se ha identificado al VPH como una causa necesaria
mas no suficiente en el desarrollo de esta enfermedad (13).

El tipo de VPH y carga viral presentes en la infeccion son elementos que
incrementan el riesgo de los eventos iniciadores de la displasia. Estos
elementos son determinantes e independientes uno del otro para aumentar la

probabilidad para el desarrollo de CaCU (14).

Adicionalmente a la infeccion persistente por VPH, se han considerado como
factores de riesgo para el desarrollo de CaCU: la edad de inicio de la actividad
sexual y el nUmero parejas sexuales (15), alta paridad (16), consumo de tabaco

(17), raza, y el estado socioecondémico entre otras causas (18).

Walboomers y colaboradores reportaron que el CaCU invasor se asocia con la

presencia del genoma VPH de alto riesgo en el 99.7% de los casos (19).
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5.2 Caracterizacion del virus de papiloma humano (VPH)

Se han identificado mas de 100 genotipos de VPH que afectan el tracto
anogenital y han sido asociados a lesiones intraepiteliales o carcinomas
invasivos. De acuerdo a su capacidad oncogénica, los VPH han sido
agrupados en VPH de bajo riesgo (VPH-BR), como son el tipo 6, 11, 42, 43y
44 debido a su débil asociacion con CaCU (20). Las variantes de VPH 16, 18,
31 y 33 son considerados VPH de alto riesgo (VPH-AR) por encontrarse

asociadas al CaCU en mas del 95% de los casos (21).

Figura 2. Esquema sobre la estructura de VPH.

Existe una gran variedad de VPH’s, sin embargo, esta diversidad no altera la
organizacién genodmica entre ellos (22). Su genoma esta constituido por 8000
pb aproximadamente; lo constituye una region temprana (Early) que consta de
seis genes de expresion temprana; una region tardia (Late) consta de dos
genes y una region larga de control (Large Contol Region LCR) no codificante
(23).
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Figura 3. Organizacién genémica del VPH 16.

La regidn temprana consta de tres oncogenes; E5, E6 y E7, que codifican
oncoproteinas involucradas en el proceso de transformacién celular, dos
proteinas; E1 y E2, que modulan la transcripcidon y replicacion viral, mientras
que en la region tardia se codifican dos proteinas estructurales de expresion
tardia que dan pie a la formacién de la capside viral; L1 y L2. (24-26) (Cuadro
1))

La LCR es un porcion del genoma no codificante, en la que presenta la
actividad de la regulaciéon genética de los VPH. Este fragmento del genoma
tiene un tamafno aproximado de 800 y 1000 pb, el cual varia dependiendo del

tipo de VPH, sin embargo, conserva elementos de regulacién comunes (27).

16



Cuadro 1. Proteinas virales de VPH involucradas en procesos celulares.

Proteinas virales de VPH

Proteina Funcién
Replicacion viral
Control de transcripcion
Apoptosis y arresto del ciclo celular
Transformacion
Transformacion
Transformacion
Céapside mayor
Cépside menor

M
N

4

mjm
~N| o

| Proteina
[ =2 ]
=
| E6 |
=]

5.3 Infeccidon por virus del papiloma humano (VPH)

Aln no esta bien definido como es que el VPH ingresa a la célula del
hospedero, sin embargo, se propone que radica en la naturaleza especifica de
un receptor, el cual se compone de proteoglicanos de heparan sulfato
implicados en la unién inicial del VPH a la célula (28). El epitelio cervical basal
es la zona susceptible a la infeccién por VPH (29). Este epitelio se organiza de
manera estratificada, donde las células localizadas en la parte basal mantienen
su capacidad mitética, mientras que las superficiales ya se encuentran

diferenciadas (30).

Posterior a la infeccién por VPH, el genoma del virus se replica en las células
basales y se mantiene de forma episomal (31). La progenie de estas células
perpetuard la infeccién por VPH y los genes tardios se expresan lo que permite
gue se lleve a cabo la fase de maduracion del ciclo viral (32). EI DNA viral se
empaqueta en la capside y se liberan los viriones que contindan con el ciclo

viral en células nuevas (33). Figura 4.
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Figura 4. Progresion a CaCU por infeccion de VPH.

La integracion del genoma viral al de la célula huésped, se debe a la ruptura en
el marco de lectura del gen que codifica para la proteina de expresion
temprana E2, la cual regula la expresion de las oncoproteinas E6 y E7. Estas
oncoproteinas han sido ampliamente estudiadas en VPH-AR debido a que
favorecen la degradacion de las proteinas p53 y pRb, respectivamente. La
interaccion de estas proteinas virales con mdultiples factores celulares, inhiben
la regulaciébn normal del ciclo celular y los mecanismos de muerte celular
(34,35). Las proteinas virales E6 y E7 son necesarias para que se lleve a cabo
la progresion de lesiones intraepiteliales al desarrollo de CaCU (36,37).

Adicionalmente, el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH16, han sido
evaluadas en un grupo de metaloproteasas (MMP-2, MMP-9 y MT1-MMP), las

18



cuales se han visto sobreexpresadas en CaCU. Las metaloproteasas tienen la
capacidad de remodelar la célula mediante la degradacién de proteinas de
matriz extracelular (38). Particularmente, la expresion de E7 ha sido asociada
con el incremento de la MMP-9, sin embargo, la co-expresion de E6 y E7
regulan negativamente la expresion de los inhibidores de estas
metaloproteasas (RECK y TIMP-2). Por lo tanto, la infeccion de VPH promueve
un proceso neoplasico, debido a que desencadena un desequilibrio entre las
metaloproteasas y sus inhibidores, lo que favorece la progresion de tumores
solidos (39).

En carcinomas cervicales derivados de una infeccion persistente por VPH-AR,
el genoma viral se integra en sitios especificos del genoma de la célula
hospedera (40). Estos sitios del genoma han sido denominados sitios fragiles
comunes, los cuales se caracterizan por una alta inestabilidad en el material
gendmico y porque en estos sitios se facilitan procesos como traslocaciones,
deleciones y amplificacién génica. Se ha descrito a FRA17B como un sitio de
integracion de VPH16 localizado en el cromosoma 17 23 (6).

Adicionalmente a las metaloproteasas que se expresan anormalmente en
CaCU, la expresion descontrolada de los microRNAs también conlleva la

expresion de proteinas que favorecen el desarrollo de CaCU.
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5.4 Biogénesis de microRNAs

Los microRNAs son un grupo de RNA’'s pequefios que desempefian una
funcién regulatoria de genes involucrados en vias de sefalizacion, proliferacion
celular y metabolismo (41), muerte celular (42), hematopoyesis (43), desarrollo

neuronal (44), y tumorogénesis (45).

Un gran nimero de organismos eucariotes tienen genes que se transcriben en
forma de RNA pequeios conocidos como microRNAs, y fungen como
moléculas efectoras del mecanismo de RNAi (RNA interferente) (46), cuya
funcién es el silenciamiento de genes dependiente de la complementariedad de
bases con los transcritos del RNAmM (47). Una cuarta parte de los RNAs
pequefios descritos se localizan en intrones y son transcritos por la RNA

polimerasa Il (48) y el resto son transcritos por la RNA polimerasa Il (49).

El proceso de generacion de los microRNAs maduros comienza en el nicleo,
en donde los transcritos primarios de microRNAs (pri-microRNA), se procesan
y dan origen a un microRNA precursor (pre-microRNA). Estos ultimos estan
conformados por aproximadamente 60 a 110 nucleétidos y la estructura
secundaria que forman es del tipo tallo-asa (50).

La transicion de los pre-microRNAs a partir de los pri-microRNAs se lleva a
cabo por actividad de la endonucleasa RNasa tipo Il (Drosha), y su funcion es
hidrolizar las cadenas de RNA en sitios aledafios a la estructura tallo-asa (51).
A su vez, Drosha forma parte de un complejo mayor con proteinas asociadas al
RNA, dentro de las cuales esta una helicasa, proteinas de uniéon al duplex de
RNA, ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares, entre otras. Y el complejo
menor denominado microprocesador, se compone propiamente por la
endonucleasa Drosha, necesaria para mediar la generacion de los microRNAs

a partir de los pre-microRNAs (52).

Los pre-microRNAs se exportan del nucleo al citoplasma por medio de la
exportina-5 (53), donde seran procesados por Dicer, una RNasa tipo Il
citoplasmatica y daran origen a los microRNAs maduros de doble cadena con

un tamafio de 21 a 25 nucledtidos. Los siRNA (RNA interferentes pequefios)
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son el resultado de la separacion de la doble cadena de los microRNAs
maduros, y estos, son procesados por RISC (complejo ribonucleoproteico de
silenciamiento inducido por RNAI) y regulan negativamente la expresion de
genes blancos a nivel postrascripcional mediante la degradacion del RNAmM
(46). La complementariedad de las bases entre el microRNA y el RNAmM
permite la degradacion de los transcritos, de manera que las bases apareadas
participan en el arresto de la traducciéon (54). Debido a ello, se han analizado
los perfiles de expresion de miRNA's en diferentes patologias humanas se ha
visto una desregulacién en los niveles de expresion de microRNAs como miR-
21 (55).
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Figura 5. Esquema de la biogénesis de microRNAs. Modificado de Ouellet. (76)
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5.5 MicroRNA-21 (miR-21)

En Homo sapiens, miR-21 se localiza en el cromosoma 17923.2 (NR_02493.1),
dentro del intrén 10 del gen TMEMA49 (56). Se ha reportado que miR-21 y
TMEMA49 se encuentran regulados de manera independiente, lo que sugiere
que miR-21 tiene su propia unidad transcripcional, es decir, la expresion de
miR-21 es independiente a la del gen al que se encuentra superpuesto (57).
Adicionalmente, miR-21 se transcribe por accion de la RNA polimerasa Il y
produce pri-miR-21 (microRNA-21 primario), con varias kilobases de longitud
(58). MiR-21 deriva de un precursor primario (pre-miR-21) poliadenilado de un
tamafo aproximado de 3433 nucledtidos. Este pre-miR-21 contiene una sefial
consenso de poliadenilacion (AAUAAA) entre los nucledtidos +3394 y +3399. El
transcrito es procesado por la enzima RNAsa lll, Drosha y DGCR8 (sindrome
de DiGeorge gen critico de la regiéon 8) en el nucleo, el cual forma una
estructura tallo asa que da origen al pre-miR-21 con un tamafo aproximado de
72 nucledtidos que reside entre los nucleétidos +2445 y +2516. Este pre-miR-
21 se trasloca del nucleo a citoplasma mediante la actividad de la exportina 5.
Para llevar a cabo la degradacion de una de las cadenas del miRNA maduro,
éste debe ser procesado por la actividad de RISC (52, 53). MiR-21 fue uno de
los primeros microRNAs detectados en el genoma humano, que se encuentran
sobre regulados en cancer (59,60). Se ha reportado en diversos estudios que
miR-21 determina funciones fisiolégicas durante el desarrollo embrionario,
proliferacion, diferenciacion y muerte celular (61), debido a la amplia gama de

genes blancos celulares sobre los que actiia como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Genes blanco regulados por miR-21 de manera directa o indirecta. MiR-21
regula blancos involucrados en procesos de apoptosis, y regula genes supresores de
tumores, vias de sefializacion, factores de transcripcion y genes relacionados con ciclo
celular (Modificado de Zhang et al. 2009).

En diversos tipos de canceres, se han descrito que los genes blancos que
regula miR-21 tienen mdltiples funciones. Este regula genes con actividades de
quimiotaxis, proliferacion, genes supresores de tumores y genes involucrados
en procesos de metastasis y angiogénesis, como es el caso del inhibidor de
metaloproteasas RECK (62,63).
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5.6 Funcion biolégica de RECK

El inhibidor de metaloproteasas (MMP) RECK (Reversion- Cysteine- with Kazal
Motifs), se reportd inicialmente como un gen localizado en la region pl3-p12
del cromosoma 9 (NM_021111.2) (64). Este gen codifica para una proteina de
union a la membrana, la cual consta de una region hidréfobica en cada
extremo, cinco repeticiones de cisteina en el extremo amino, que tienen una
importancia funcional particular debido a los numerosos sitios de glicolsilacion
de residuos de asparagina, necesarios para interactuar con las MMP-9 y MMP-
2. También contiene dos regiones de unién del factor de crecimiento epidermal
(EGF), en la parte media de la proteina las cuales influyen en el desarrollo
celular, adhesion e interaccion con proteinas (65) y tres regiones con actividad
inhibidora de serina-proteasa (SPIs), similares al motivo Kazal. Este motivo
pertenece a una familia de inhibidores de peptidasa que contiene proteinas
ricas en disulfuro, mientras que las otras dos SPI’s inhiben a las MMP’s (66).

En el extremo carboxilo presenta un sitio de anclaje a membrana celular,
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (67) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la estructura de la proteina RECK. Consta de dos regiones
hidréfobas, cinco repeticiones de cisteina, dos dominios de EGF y tres dominios
serpins (Kazal).
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Las MMP’s son una familia de aproximadamente 23 enzimas dependientes de
zinc, que degradan la matriz extracelular (colageno, elastina y gelatinasa) en
estados fisiolégicos y patolégicos entre ellos las neoplasias. Se ha reportado
que la MMP-2 y MMP-9 estan asociadas estrechamente con la invasion y
metéstasis, estas son reguladas negativamente por el inhibidor de MMP’s
RECK (68).

En la region 3’'UTR del RNAmM de RECK, existe un elemento de respuesta a
miR-21. Esta condicion permite elucidar que RECK es blanco directo de miR-21
por el acoplamiento de sus bases al RNAmM de RECK (69). (Figura 8) Se ha

detectado la secuencia semilla de RECK para miR-21 en cancer gastrico.

RECK 3" UTR 1122-1144

e

5'. .. GUCU-CA-CAGUUUGARAUAAGCTA, , .3'

I IRIB I
MR21 3'  AGUUGUAGUCAGAC--UAUUCGAU 5

Figura 8. Regién 3'UTR del RNAmM de RECK que se acoplaa miR-21.

Adicionalmente, se ha reportado que los niveles de RECK se encuentran
disminuidos en tumores malignos a diferencia de los tejidos normales

circundantes (70).

RECK es un gen regulado negativamente por miR-21, lo que conlleva a la
pérdida de la funcién en el remodelamiento de la matriz extracelular, esta
condicion promueve la formacion de un microambiente para la disociacién de
células tumorales del tumor primario, aumentando la malignidad de la

enfermedad al producir procesos metastasicos y de angiogenesis (71).
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6. JUSTIFICACION

En México, el CaCU representa la segunda causa de muerte en mujeres en
edad reproductiva, esta condicion imposibilita a las mujeres y los afios de vida
perdidos por esta enfermedad incrementan. Desafortunadamente, en paises en
vias de desarrollo la falta de asistencia médica y de informacion en la poblacion
denotan estas cifras, a pesar de que esta enfermedad es prevenible.

El CaCU, es un cancer que presenta la capacidad de invasion de células
tumorales a tejidos u 6rganos diferentes a donde inicio el desarrollo de cancer,
sin embargo, se desconoce los eventos de metastasis y angiogénesis en el
ambito molecular, es decir, se desconoce la funcién de genes que codifican
proteinas involucradas en la homeostasis, asi como los microRNA’s que
regulan a estos genes. MiR-21 ha sido considerado un oncogen que inhibe la

expresion de proteinas necesarias para el abatimiento del proceso tumoral.

En procesos neoplasicos la angiogénesis es esencial para el crecimiento
tumoral. La formacién de vasos sanguineos que conlleva este proceso, es el
resultado de alteraciones en la matriz extracelular causados por las

metaloproteasas que se encargan de degradar las proteinas que la conforman.

Se ha demostrado que en diversas lineas celulares derivadas de cancer, la
expresion de RECK esta disminuida debido a que es regulada negativa ejercida
por miR-21. Sin embargo, se desconoce la expresion de RECK en lineas
derivadas de CaCU. Por lo tanto, promover el restablecimiento de RECK
mediante el silenciamiento de miR-21 en lineas celulares SiHa VPH16+ podria
proponerse como una herramienta que actle en contra del proceso de
remodelacion de la matriz extracelular que llevan a cabo las MMP’s en

procesos neoplasicos in vivo.
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7. HIPOTESIS

El silenciamiento de miR-21 favorecera el restablecimiento de los niveles de
expresion de RECK en células SiHa VPH16+.

8. OBJETIVO GENERAL

» Analizar el restablecimiento de la expresion de RECK mediante el

silenciamiento de miR-21 en células SiHa VPH16+.

8.1 Objetivos particulares

» Determinar la expresion del gen RECK en células SiHa VPH 16+,

posterior al silenciamiento de miR-21.

» Determinar la expresion de la proteina RECK en células SiHa VPH 16+,

posterior al silenciamiento de miR-21.
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9. MATERIALY METODOS

9.1 Plasmidos de expresion de siRNAs para miR-21

Previamente el grupo de trabajo generd una construccion de plasmidos

(pSiMiR21) que expresan siRNAs que silencian la expresion de miR-21 (72).

Esta construccion fue validada y se realizd una curva para determinar la

concentracion de plasmido necesaria para que se lleve a cabo el silenciamiento

de miR-21 como se muestra en la Grafica 1.

Las concentraciones de plasmidos que se utilizaron fueron de Oug, 3ug y 5ug

previamente estandarizadas por el grupo de trabajo, el control que se uso,

fueron células sin tratamiento (Cuadro 2).

Cuadro 2. Condiciones experimentales de transfeccion para las células SiHa.

Condiciones
de

transfeccion

pSilencer
1.0 U6

pSiMiR21

Sin

Tratamiento

[0 pg] [3ng] [5n]

. _ Lipofectamina  Lipofectamina
Lipofectamina ) )
+ pSilencer + pSilencer

Lipofectamina+ Lipofectamina+

Lipofectamina o .
pSiMiR21 pSiMiR21
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9.2 Cultivo celular y transfecciones

Se realizaron ensayos in vitro con la linea celular SiHa transformada con
VPH16 obtenidas del ATCC (American Type Culture Cell) derivada de células
cervicales tumorales humanas, las cuales sobre expresan al microRNA
humano miR-21 (73). Las células SiHa se cultivaron en cajas de seis pozos con
2 ml de medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 10% de
suero fetal (SFB) y penicilina 100 U/ml mas estreptomicina 100 pg/ml (Gibco)
en una atmosfera himeda con CO; al 5% a una temperatura constante de 37
°C.

Se realizd una curva de transfeccion de 24 horas para identificar el efecto del
plasmido pSiMiR21 sobre el silenciamiento de miR-21 en células SiHa. Las
células se transfectaron con los plasmidos: pSiMiR21 (plasmido de expresion
de siRNA para miR-21), pSilencer 1.0-U6 (plasmido vacio). La transfeccion se
realiz6 en caja de seis pozos con un 80% de confluencia de las células SiHa
crecidas en medio DMEM suplementado al 10% a temperatura constante de
37°C en una atmosfera humeda con CO, 5%. Una vez alcanzada la
confluencia requerida, se retiré el medio y las células se lavaron con 1ml de
PBS 1X. Se agregaron 2 ml de medio sin suplementar a cada pozo. Se incubé
en tubo eppendorf 10ul de lipofectamina y 250 ul de medio DMEM sin
suplementar por 5 minutos. Posterior a la incubacién de medio sin suplementar
y la lipofectamina se colocan 3 y 5 ug del plasmido pSiMiR21 en cada
condicién experimental y se mezclé con los 2ml de medio DMEM sin
suplementar. Las células se incubaron por 6 horas a 37°C en una atmdésfera de
CO,. Posterior a la incubacion las células se lavaron con 1 ml de PBS 1X.
Transcurridas las 6 horas se le adicion6 medio DMEM suplementado y se

dejaron incubar por 24 horas.
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9.3 Extraccion de RNA con Trizol

Se cosecharon las células SiHa a las 24 horas de transfeccion con el plasmido
pSiMiR21. Las células se lavaron con 1ml de PBS (1X) y se les agregaron
500ul del reactivo de Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA) de acuerdo con las
especificaciones del protocolo (Trizol® Reagent), posteriormente se agregaron
200ul de cloroformo, se centrifug6 a 10 000 rpm por 15 min a 4°C. Se recupero
la fase acuosa incolora (RNA) y se precipitd con 500ul de isoporopanol. El RNA
se incub6 a -20°C por una hora, posteriormente se centrifugd y se retiro el
sobrenadante. EI RNA se resuspendié en 25 ul de agua libre de RNAsa y
DNAsa, se cuantificé y se almacend a -70°C. Se comprobd la integridad del

RNA mediante un gel de agarosa al 1.0%.

9.4 Sintesis de cDNA

A partir del RNA extraido de las células SiHa con los diferentes tratamientos
experimentales, se sintetizO cDNA por medio del kit SUPERSCRIPT. Se realiz6
un coctel de reaccion que contiene: una concentracion de 2.5 ug de RNA total,
1ul de Oligo dT [500ug/ml], 1ul dNTPs [10mM], 2 ul DTT [0.1M], 1ul del
inhibidor de RNAsas 40U, 4 ul First Strand Buffer (5X), hasta 12 ul de
H,O/DEPC y 1 ul [200U] de la transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen,
Carlsbad, CA), esta mezcla de reaccion se incubd una hora a 37°C y finalmente
se incubd 15 minutos a 70°C. La reaccién se preparé para un volumen final de
25ul. Transcurrido el tiempo de incubacion, el cDNA se almacend a -20° C

hasta su uso.

9.5 Disenio de oligonucledtidos para detectar RECK y GAPDH por
RT-PCR

El disefio de oligonucleétidos para el gen constitutivo GAPDH y RECK se llevo
a cabo mediante el programa CLC Workbench. El producto de amplificacion de
GAPDH fue de 85 pb y el producto de RECK fue de 198 pb. El criterio para
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seleccionar los oligonucleétidos consisti6 en que tuvieran un tamafo
aproximado de entre 18 y 25 nucleétidos de longitud, un porcentaje de GC del
40-60%, su temperatura de alineamiento fue de entre 50 y 65°C y que no
formaran estructuras secundarias o dimeros. Se realizaron analisis por BLAST
para identificar secuencias homologas y discriminar productos de amplificacion
inespecificos al gen de interés.

Para la amplificacion del gen GAPDH se usaron los oligonucleétidos GAPDH
sentido 5-AACAGCGACACCCACTCCTC y GAPDH antisentido 3'-
AACAGTTCGAGTAAAGGACCATAC; el producto de amplificacion esperado
fue de 85 pb. Los oligonucleétidos usados para amplificar RECK fueron los
siguientes: sentido 5- TACACCCTCCTCCCTCTAC y RECK antisentido 3'-
GGACAAATCGCCTACAGG,; los cuales amplifican un producto de 198 pb.

9.6 Ensayos de RT-PCR punto final para deteccion de RECK y
GAPDH

Se realizé un gradiente de temperatura para determinar la temperatura de
alineamiento, observar la funcionalidad y especificidad de los oligonucle6tidos
para la deteccién del gen RECK y GAPDH para PCR. Mediante la expresion
del gen constitutivo GAPDH y para el gen de interés RECK, donde se utilizé el
cDNA sintetizado a partir de células SiHa.

Las reacciones de PCR para cada gen de interés se realizaron, usando los
reactivos KAPA2G (KAPABIOSYSTEMS), la mezcla de reaccion consistié en:
[100ng] cDNA, 12.5 ul de 1X del reactivo 2X KAPA2G Robust HotStart
ReadyMix y 1.25ul de DMSO al 5% para un volumen final de 25 ul. La

concentracion de oligonucledtidos por reaccion fue de 20pmol/pl.

Las condiciones de amplificacion para los genes de RECK y GAPDH fueron de
desnaturalizacion 95°C por 1min, 35 ciclos de 95°C por 10s, la fase
alineamiento 60 °C por 10s, 72°C por 10s y una fase de elongacion de 4°C por

10 min.
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Los productos de PCR para el gen constitutivo GAPDH y RECK se corrieron en
geles de agarosa al 1%. Las condiciones de electroforesis fueron de 100 volts
por 45min. El gen se tifid con bromuro de etidio. Se observaron los productos

amplificados en el fotodocumentador mediante UV.

9.7 Ensayos de qRT-PCR

Se realiz6 una curva de concentracion de cDNA o rango dinamico para
determinar la concentracion de cDNA necesarias para medir la expresion del
gen GAPDH y RECK. Las concentraciones de trabajo para cDNA fueron de
100ng/ul, 10ng/ul, 1ng/ul, 0.1ng/ul y 0.01ng/ul. La mezcla de reaccién consistié
en 5ul de SYB-Green (Clontech), 0.2ul de ROX (Clontech), oligonucleétidos
[2pmol] y 2.5 ul de agua por cada reaccién. De esta mezcla se colocan 7.5 pl y
2.5 ul [10ng] de cDNA por cada reaccion. Las muestras se corrieron por
duplicado, en una placa de 96 pozos (Applied Biosystems, 2001). El programa
de amplificacién para este gen GAPDH fue 95°C por 20s, 95°C por 3s, 60°C
por 30s, 72°C por 30s, y para el gen de RECK fue 95°C por 20s, 95°C por 3s,
57°C por 30s, 72°C por 30s. Finalmente se agregd un paso para que se lleve a
cabo la curva de disociacion para evidenciar un solo producto de amplificacion
de un tamafio aproximado de 100pb. Los ensayos de qPCR (el equipo utilizado
fue ABI PRISMR 7500 HT Sequence Detection System Applied biosystems).

9.8 Extraccion de proteinas

Al transcurrir las 24 horas de transfeccién con el plasmido pSiMiR21 en las
células SiHa, se retir6 el medio y las células fueron lavadas con PBS 1X y
despegadas con gendarme de la caja de 6 pozos. Posteriormente, las células
con PBS se recuperaron en un tubo eppendorf y se centrifugaron a 2000 rpm
durante 15 min a 4°C. Se retiré el sobrenadante y se adicion6 150ul de buffer
RIPA (Tris HCL pH7.5 50mM, NaCl 150 mM, EDTA pH 8.0 1mM, PMSF 1mM,
NP40 1%, SDS 0.1%; inhibidores de proteasas (IP) e Inhibidores de Fosfatasas
(IF). Se centrifugd por 30 min a 14 000 rpm a 4°C. Se determind la
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concentracion de proteinas totales mediante una curva comparativa con
respecto a una concentracion determinada de BSA (albumina de suero bovino).
Se cuantificé la concentracion de proteinas a una longitud de onda de 540nm y

se determind la concentracion requerida para los ensayos de Western Blot.

9.9 Western Blot para la deteccion de RECK y [-actina en células SiHa

Los ensayos de Western Blot se realizaron con las proteinas extraidas de la
linea celular SiHa. Se prepard una muestra de proteinas a la cual se le adiciond
un volumen 1:1 de buffer desnaturalizador (SDS 1%, -mercaptoetanol, glicerol
y azul de bromofenol). Las proteinas se desnaturalizaron a una temperatura de
entre 95-100°C por 5 minutos. Las proteinas se corrieron en un gel resolutivo
de poliacrilamida [7.5%] para obtener la separacion de las proteinas y se
realiz6 una electroforesis por 2 horas a 120 volts. Posteriormente, el gel se
transfirié a una membrana de polivinilo (PVDF) humectada con 20 ml del buffer
de transferencia (Tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0.1% y metanol 20%), este
proceso se llevé a cabo en una camara semi-hiumeda (Biorad 170-3940), las
condiciones de transferencia fueron por 1 hora a 200 mA. Al finalizar la
transferencia se deseché el gel de poliacrilamida y la membrana se activé con
metanol al 2% por 30 segundos. Para identificar las proteinas RECK y B-actina
de las células SiHa transfectadas con pSiMiR21, se utilizé el equipo de
deteccién de proteina SNAP Id (Merck Millipore) el cual mediante vacio se lleva
a cabo la unién antigeno-anticuerpo, lo que permite que la union sea mas

estrecha.

La membrana que contiene las proteinas totales extraidas de las células SiHa,
se coloco en un cassete de 7.9 X8.8 cm. La membrana se bloqueo con 30ml de
la solucién bloqueadora Blok-CH Buffer (Merck Millipore) por un minuto.
Finalizado el tiempo de bloqueo se realiz6 vacio para eliminar la solucion
bloqueadora. Se agregaron 3 ml de blok-CH buffer y una dilucion 1:333 del
anticuerpo policlonal de cabra conjugado con HRP y se dejo incubar por 10
min. Se lavé la membrana tres veces con 10ml de PBS-T 0.5%. Se elimind el
PBS-T por vacio.
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Para llevar a cabo la deteccion de la proteina de B-actina por radiografia, se
retir6 del cassete la membrana y se le agregé 500 ul de la solucién
quimioluminicente, y se incubo6 por un minuto. Se retird el exceso de reactivo y
se expuso la membrana a la placa radiogréfica por 3 min. La placa se incub6
por 2 min en solucion reveladora, posteriormente se enjuagé con agua y

finalmente se incubd en la solucion fijadora por 2 min.

La misma membrana se lavdé con PBS-T 0.5% para eliminar el exceso de
anticuerpo y se utilizd para realizar el ensayo de deteccién de la proteina de
RECK. La membrana se colocé en el cassete y se bloqued por 1 min con 30 ml
de la solucién Blok-CH Buffer (Merck Millipore), posteriormente se elimind por
vacio y la membrana se incubé 10 min con el anticuerpo monoclonal RECK
(Santa Cruz biotechnology, sc- 373929), a una dilucion 1:333, transcurrido el
tiempo se recupero el anticuerpo mediante vacio. Se lavo la membrana 3 veces
con PBS-T 0.5% y se retir6 el exceso mediante vacio. La membrana se incubé
por 10 minutos con una dilucién 1:3333 del anticuerpo secundario de cabra
anti-raton en 3ml de solucién blok- CH buffer, se lavdé con PBS-T 0.5%. Se
revel6 con placa radiografica para observar la expresion de la proteina RECK

con un tamafio esperado de 110KDa.
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10.RESULTADOS

10.1 Silenciamiento de miR-21 con el plasmido pSiMiR21

Se ha reportado que miR-21 se encuentra sobre expresado en diversos tipos
de patologias, entre ellas cdncer. Se sabe que en lineas celulares derivadas de

cancer cervicouterino, también existe una sobreexpresién de este microRNA

(5).

Anteriormente, el grupo de trabajo midié la expresion del RNAm de miR-21 por
RTg-PCR en células SiHa y estos ensayos previos, sirvieron como control para
la expresion de miR-21. Se observé una disminucién en la expresion de miR-21
de aproximadamente un 70% y 80% con la concentracion de 3 y 5 ug del

plasmido pSiMiR21 respectivamente como se muestra en la grafica 1.

| | I mmiR-21

Oug 0.5ug 1ug 3ug 5ug
psiMIR21 [ug]

1.2

Unidades relativas de expresion
miR-21/RNA U6

©c o O O
o N A O

Gréfica 1. Andlisis de la expresion de miR-21 por el método comparativo 2-AACt en
células SiHa transfectadas con pSiMiR21.
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10.2 Efecto del plasmido pSiMiR21 en células SiHa

Para determinar el efecto del pldsmido del silenciamiento de miR-21 sobre las
células SiHa, se consideré como tiempo 6ptimo de transfeccién 24 horas, en el
cual se observan cambios generados por el silenciamiento de miR-21 en las
células SiHa. En la figura 9 se observd que a las 24 horas existe una

disminucién en la viabilidad celular.

PO P3

Figura 9. Efecto del silenciamiento de miR-21 en células SiHa.

Se ha reportado que la técnica de transfeccién de plasmidos que expresen
siRNAs exogenos, pierden las caracteristicas morfoldgicas clasicas. Por lo
tanto, las células SiHa transfectadas con pSilencer 1.0 U6 y con pSiMiR21 se
visualizaron por microscopia de contraste de fase con la finalidad de analizar
los cambios morfolégicos durante el evento de transfeccién. Se identificaron
cambios en la morfologia celular en los cultivos transfectados con el plasmido
pSilencer 1.0 U6 (Figura 10A) y con el plasmido que contiene el inserto que
silencia la expresion de miR-21 (Figura 10B), asi también se observo la muerte
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celular al cabo de las 24 horas. Como control de transfeccion se utilizd
lipofectamina para determinar el efecto biolégico de este reactivo sobre la

muerte celular y fue determinado como control de transfeccion (Oug).

PsimiR21

Figura 10. Microscopia Optica de células SiHa transfectadas con pSilencer 1.0 U6 y
con pSiMiR21. A. Células SiHa sin tratamiento (S/T), Control de transfeccién (Oug),
pSilencer 1.0 U6 (3ug) y pSilencer 1.0 U6 (5ug). B. Células SiHa sin tratamiento (S/T),
Control de transfeccion (0ug), pSiMiR21 (3ug) y pSiMiR21 (5u9).
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10.3 Deteccion del gen RECK en células SiHa posterior al
silenciamiento de miR-21

Para identificar la expresion de RECK posterior al silenciamiento de miR-21, se
validaron los oligonucleétidos disefiados previamente mediante RT-PCR punto
final para ser usados en PCR tiempo real. La temperatura teérica para el uso
de estos oligonucleétidos fue de 60°C. En la Figura 11, se muestra la calidad
de cDNA sintetizado y los amplificados para el gen GAPDH con un tamafio

aproximado de 85 pb, para cada una de las condiciones experimentales.

Psilencer 1.0 U6 PsimiR21

MPM ST 0 3 5 0 3 5ug () ()

@85

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 11. Productos de amplificacion del gen GAPDH. 1. MPM (100pb), 2. Células
SiHa sin tratamiento (S/T), 3. Control de transfeccién (Oug), 4. pSilencer 1.0 U6 (3ug),
5. pSilencer 1.0 U6 (5ug), 6. Control de transfeccion (Oug), 7. pSiMiR21 (3ug), 8.
pSiMiR21 (5ug), 9. Linea celular HEK, 10. Control negativo (S/DNA).

Por otro lado, para determinar la expresion cuantitativa de los genes RECK y
GAPDH se realiz6 un RT-PCR en tiempo real. Se realiz6 una curva de
disociacion para discriminar amplificaciones no especificas como se muestra
en la figura 12A, en la que se observa la amplificacion de un solo producto,

comprobando asi la especificidad para el gen GAPDH (Figura 12A).

Adicionalmente, se realiz6 una curva de rango dindmico, en donde se
consideraron diferentes concentraciones de cDNA para comparar la expresion
entre el gen enddgeno y el gen de interés. En la figura 12B se observa la curva
de rango dinamico visualizado con una regresién y una R?= 0.99, lo que indica

gue a mayor concentracion de cDNA mayor amplificacion y la concentracion de
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10ng de cDNA fue suficiente para poder observar las diferencias en la
expresion del gen al silenciar a miR-21.

A
Dissociation Curve
Temperature (C)
B
RANGO DINAMICO
GAPDH y=-32011x+25.779
R?=0.9992
‘\\
N R
ofd
o
3 2 a4 o 1 2 3
log[cDNA]

Figura 12. Validacion de oligonucleétidos disefiados para GAPDH. A. Curva de
disociacion. B. Rango dinamico para el gen GAPDH.

Se determinaron los niveles de expresiéon del gen RECK posterior al
silenciamiento de miR-21 mediante qPCR. En la figura 13 se observa una curva

de disociacion de oligonucleotidos para validar la especificidad de amplificacion
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para RECK y disminuir el error de una amplificacion inespecifica. Por
cuestiones logisticas, no se determindé rango dindmico para este gen, sin
embargo, se considero la concentracion de 10ng de cDNA para realizar la
cuantificacion del RNAm de RECK.

Dissociation Curve

Derivative

Temperature (C)

Figura 13. Curva de disociacién para el gen RECK.

La determinacion de los cambios en la expresion del RNAmM de RECK mediante
RT-PCR cuantitativo se realizé6 por el método Ct comparativo (2" “2%Y), este
método permite medir las diferencias de expresion del gen RECK en
comparacion con la expresion del gen endégeno GAPDH. Los resultados se
graficaron como unidades relativas de expresion donde se puede observar que
los niveles de expresion del RNAmM de RECK. Se observé un cambio en el
restablecimiento de la expresion del RNAm de RECK posterior al

silenciamiento de miR-21. (Grafica 2).
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Gréfica 2. Expresion del RNAmM de RECK en células SiHa tratadas con el plasmido de
silenciamiento pSiMiR-21.

10.4 Expresion de la proteina de RECK posterior al
silenciamiento de miR-21.

Se realizaron ensayos de Western Blot para analizar las diferencias en la
expresion de la proteina de RECK con los tratamientos de transfeccion. (Figura
14 A).

Mediante densitometria se compararon los niveles de expresion de la proteina
de RECK en células SiHa posterior al silenciamiento de miR-21 (Figura 14B).
En este analisis se muestra los niveles de expresion relativa de la proteina de
RECK, en donde se comparan los diferentes tratamientos administrados a las
células con el gen constitutivo B-actina. Se observa un aumento en la expresion
de RECK en la condicibn maxima de silenciamiento que se establecid en este

ensayo, el cual fue de 5ug.
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Figura 14. Andlisis de la expresion de la proteina RECK en células SiHa en
células SiHa transfectadas con los plasmidos pSilencer 1.0 U6 y pSiMiR21 A.
Expresion de la proteina de RECK. 1. Células SiHa sin tratamiento (S/T), 2.
Control de transfeccion (0ug), 3. pSilencer 1.0 U6 (3ug), 4. pSilencer 1.0 U6
(5pQ), 5. pSIMiIR21 (0pg), 6. pSIMiIR21 (3ug), 7. pSiMiR21 (5ug), B. Andlisis de
la expresion de la proteina de RECK por densitémetria en células SiHa
transfectadas con los plasmidos pSilencer 1.0 U6 y pSiMiR21. 1. Células SiHa
sin tratamiento (S/T), 2. Control de transfeccién (Oug), 3. pSilencer 1.0 U6
(3ug), 4. pSilencer 1.0 U6 (5ug), 5. Control de transfeccion (Oug), 6. pSiMiR21
(3ug), 7. pSIMiIR21 (5uQ).
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11.DISCUSION

Actualmente se ha asociado que los perfiles de expresion de microRNAs se
encuentran desregulados en diversas enfermedades humanas entre ellas el
cancer. Por la funcién que algunos microRNAs presentan en cancer se han
denominado oncomirs. Dentro de los oncomirs descritos primeramente en
cancer fue miR-21 (74), el cual inhibe la traduccién de genes involucrados en
apoptosis (bcl2), vias de sefializacion (STAT3), caspasas y genes involucrados
en la integridad de la homeostasis de matriz extracelular como RECK lo que

promueve la gravedad de la neoplasia (75).

Se ha identificado la desregulacion de miR-21 en cancer cervicouterino y en un
estudio realizado por Deftereos y colaboradores en el 2011, identifican los
niveles de expresiéon de miR-21 por RT-PCR tiempo real de lineas celulares
derivadas de cancer cervicouterino, se incluyeron las lineas celulares HelLa y
SiHa y se compararon con muestras de tejido normal de cérvix. Se concluy6

que miR-21 esta sobreexpresado en estas condiciones (73).

En los ensayos de transfeccion se observé la muerte celular en cultivos
transfectados con el plasmido pSilencer 1.0 U6 y con el plasmido pSiMiR21.
Este efecto podria explicar que el silenciamiento de miR-21 se lleva a cabo, por
el mecanismo de RNA interferente que no permite a la secuencia madura de
miR-21 la unién con la regién 3’"UTR de los RNAs mensajeros de STAT3, Bcl2,
TGF-BRII, entre otros, lo cual demuestra de manera indirecta el
restablecimiento de genes blancos de miR-21 involucrados en procesos
celulares de apoptosis (75). Por otro lado, este mismo evento podria deberse al
efecto biolégico de la transfeccion de exo-microRNAS, los cuales compiten por
la maquinaria de RISC la cual es necesaria para procesar los microRNAs
endogenos, que también estan involucrados con la regulacion
postranscripcional de sus genes blancos e incluso de otros microRNAs que
regulan de manera indirecta genes importantes para mantener funcionalidad
celular (77). Adicionalmente, Zhao y colaboradores en el 2013, realizaron un

estudio de inhibicibn de c-Myc en células HepG2 derivadas de
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hepatocarcinoma humano mediante el uso del vector de expresion de siRNAs
pSilencer 1.0 U6, que a diferencia de nuestro trabajo, ellos evidencian que el
vector no altera la expresion del gen c-Myc al transfectar las células con el

plasmido sin la secuencia que expresa la inhibicion de c-Myc (78).

En este trabajo se demostré que existe un restablecimiento en el transcrito de
RECK al silenciar a miR-21, estos resultados son congruentes con los
reportados por Gabrielly y colaboradores en el 2008, en donde observaron el
restablecimiento de los niveles de expresiéon del RNAm y de la proteina de
RECK y TIMP3 en glioblastoma, posterior a la inhibicion especifica de miR-21
mediante oligonucledtidos antisentido (61). Adicionalmente, a la similitud de los
resultados de ambos trabajos, podria haber una diferencia en la expresion
debido al método de inhibicion empleado, a la naturaleza y vida media del

RNAmM asi como al modelo de estudio usado. (61).

Por otro lado, se observo el restablecimiento de la expresion de proteina
mediante pladsmidos que silencian la expresion de miR-21, estos resultados
concuerdan con los presentados por Gabriely en el 2008, en donde validan la
expresion de la proteina de RECK en lineas A172 y LN229 derivadas de

glioblastoma al silenciar a miR-21 con plasmidos antisentido.

En este estudio se muestra la modulacién de la expresion de la proteina de
RECK en células SiHa sin tratamiento y células SiHa tratadas con el plasmido
de silenciamiento (pSiMiR21), en las cuales se observé una diferencia en la
expresion de la proteina. Por otro lado, se detectd un producto de 55kDa menor
al peso de 110 kDa reportados por otros autores, esto puede explicarse por la
variedad de las lineas celulares usadas para los ensayos. Adicionalmente,
Nagata y colaboradores en el 2013, reportan la deteccion de la proteina de
RECK en un tamafio menor al incubar las muestras con las metaloproteasas
gue son reguladas por este, en este caso la deteccion de la proteina de 55KDa
corresponde a la union de una parte fraccionada de la proteina de RECK con la
metaloproteasa 7 (MMP-7) (77), esta evidencia propone la protedlisis a la cual

se somete esta proteina y muestra una forma soluble (79).
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La regulacion de la expresion génica en procesos neoplasicos se desconoce
parcialmente, ya que se ha descrito el proceso de RNAI que regula la expresion
de RNAmM que codifican para proteinas necesarias en el mantenimiento de la
homeostasis celular. Por otro lado, el silenciamiento de genes de microRNAs
como es el caso de miR-21 podria disminuir la expresion alterna de sus genes
blancos que participan en apoptosis, ciclo celular e inhibidores de matriz

extracelular esta fuertemente regulan.

El CaCU, es de las neoplasias que son prevenibles con una deteccién oportuna
de la infeccion persistente del VPH. Sin embargo, la falta de informacion en
cuestiones de enfermedades de transmision sexual y la falta de acceso a los
servicios de salud cobra la vida de mujeres en edad reproductiva, afectando
principalmente a las mujeres pertenecientes a las regiones marginadas de todo

el pais.

Se han propuesto como alternativas tentativas al tratamiento durante el
proceso de CaCuU el silenciamiento de genes por el mecanismo de RNAI. El

campo
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12.CONCLUSIONES

L 2

Se restablecié la expresion del RNAm de RECK por el silenciamiento de

miR-21 en células SiHa transfectadas con el plasmido pSiMiR21.

La proteina de RECK se restablecié al silenciar a miR-21 en células

SiHa transfectadas con el plasmido pSiMiR21.

Estos resultados sugieren que la inhibicion de miR-21, podria favorecer
al restablecimiento del RNAm y proteina de RECK, en lineas celulares
SiHa.
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13.PERSPECTIVAS

e Silenciar a miR-21 mediante un anti-miR21 sintético, para disminuir el

procesamiento por la maquinaria celular de microRNAs.
e Determinar la expresion diferencial de microRNAs en las etapas que
predisponen la neoplasia y cuantificar la expresion de los genes que son

regulados por estos microRNAs.

e Identificar en la region 3’'UTR del RNAm en el que se une la secuencia
de miR-21.

e Secuenciar la proteina de RECK de 55 KDa identificada con un peso

menor al esperado mediante inmunoprecipitacién.

47



14.ANEXOS

14.1 Comité de ética en investigacion

Instituto Naconal
de Salud Publica

Comité de Ftica en Investigacion

Cuernavaca, Morelos, a 7 de mayo de 2013
Cl Tesis: 563

Selma Eugenia Medina Garcia

Maestria en Ciencias

Area de Concentracion: Enfermedades Infecciosas
Presente

£n relacién a su protocelo de tesis titulado “EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE miR-21
SOBRE EL RESTABLECIMIENTO EN LA EXPRESION DE RECK EN CELULAS SiHa VPH16 +", me
permito infarmarle que los miembros de este Comité han acordado otorgarle el dictamen
de:

Exento de Revision

Lo anterior debido a que su investigacion no incluye sujetos humanos y/o la base
secundaria gue esta utilizando ya ha sido revisada y aprobada por este u otro Comité de
£tica,

Le solicito atentamente que en caso de ocurrir algun cambio o actualizacion de datos que
afecten el planteamientc actual de su protocolo de tesis, lo comunigue oportunamente
para someterlo a consideracién de este Comité.

Atentamente

Lt

Dra. Julieta lvone Castro Romero
Presidenta

ccpe~ D Miguel Angel Sanchez Aleman - Ceordinador Maestria en Ciencias — Enfermedades infecciosas
Mtro. Miguel Angel Reyes — Depto. Asuntos Escolares
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14.2 Comision de bioseguridad

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
COMISION DE BIOSEGURIDAD

)

<

CB13-125,
Cuemavdaca, Mar., a 30 de Abril del 2013,

CB: 537

C. Medina Garcia Selma Eugenia

Tesista Maestria en Enfermedades Infecciosas (MC)
Instituto Nacionat de Salud Poblica

Presente

For medio del presente informo a usted que el diciamen de la Comision de
Bioseguridad a su proyecto lituiado: “EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE miR-21 SOBRE EL
RESTABLECIMIENTO EN LA EXPRESION DEL GEN RECK EN CELULAS SiHa VPH14 POSITIVAS™;
@s APROBADC debide o que dicho proyecto establece todas las medidas de uso y

manejo de residuos peligros bioldgico infecciosos [RPBI} v CRETI por 1o aue desde &t
punto de vista de Bioseguridad no existe ninguna objecion para continuar su proceso.

Le recordamos que cuando algun proyecio de invesfigacion haga uso de agentes
nfecciosos o maneje muestras clinicas de origen humano y/o animal v no sean
procesadas en este instituto, deberd enviar una carta de la institucion o insfituciones en
lo cual se responsabilizan de! mangio v disposicion final de los RPBI y ioxicos generados
durante el transcurso de la investigacion,

Asimismo, st el proyecic maneja maleriales radiactivos, serd necesario envicar o esta
Comision [ licencia del ININ del responsable encargado.

y

Atentamente, Pk
s

e / "‘ T -

7/

/ ;
L

Dr. Salvddor F. Villalpando Herndndez
Presidenté de la Comisién
de Bioseguridad-{NSP

Cot. Santa Mara Ahuocaliticn letfax0 (777) 3295000 exi 7204
62100 Cuernavaca. Morelos Secretaricr 7704
Maxico e-mail: svillaip@insg.mx
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14.3 Comité de investigacion

bshituto Naconal

de Salud Publics

Comizion de Investigacidn

No. de Proyecto 557,

"2013, Aho de la Lealtad institucional y Cenfenario del Ejército Mexicano”

C. Selma Eugenia Medina Garcia

Maestria en Ciencias de la Salud

Area de Concentracion en Enfermedades Infecciosas
Instituto Nacional de Salud Pdblica

Presente

Cuernavaca, Mor,, a 09 de mayo del 2013,

Por medio del presente informo a usted, gue la Comisién de Investigacion evalud su proyecto de
tesis titulado: “Efecto del silenciamiento de miR-21 sobre el restablecimiento en la expresion
de RECK en células SiHa VPH16+"; el dictamen de esta comision es: aprobado.

Aprovecho la ocasion para enviarle un saludo cordial.

Atgntamen

Dr. EdyRrdo C, Lazcano Ponce
la Comisién
de Investikacion-INSP

Cep.- Mra. Lorena Elizabeth Castilo Castito.- Jefe ded Departamento de Asuntos Escolares-INSP- Presente
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