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Dedicatoria

Mas alla de mi propia vida esperaré tu encuentro.

Mas alla del mismo tiempo y la eternidad habré de encontrarme contigo.
Mas intenso que el calor del sol ser& el momento de nuestro encuentro.
Con tus caricias sentiré que nunca te has ido, que solo fue una pesadilla en una noche de
lagrimas.

Sé que en el transcender de mis afos llegara el momento exacto en donde al estar frente a
ti volveré a tocar tu rostro,

sentiré el respirar de tu aliento sin miedo a volver a perderlo.

Mas alla del cielo azul seré nuestro encuentro.

Estaré contigo de nuevo

En el abrazo perfecto

sin miedos, sin angustias, ya no nos separaremos

Tu voz en mis oidos, tus caricias en mi cara, tus besos en mi mejilla,
nieto y abuelita como siempre juntos,

y para jamas perdernos.

Padre desde mi planeta y en la noche del tiempo yo te quiero rezar,

por mi abuelita, que en el cielo esta.

Dile que la quiero, que la echo de menos,

dile que la extrafio, que algln dia nos veremos.

Dale un besito, y dile que su nieto, no se olvida de ella,

dile que en mi corazoncito siempre la levaré y que nunca la olvidaré.
Para ti abuelita estés donde estés,

tu nieto no se olvida de ti,

porque fuiste una mama para mi,

porque fue muy facil quererte pero es muy dificil olvidarte.

Un beso de tu nieto que no te olvida.

Para mis abuelas que son mis Angeles, a ellas les dedico este triunfo.
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Resumen

Antecedentes. Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificantes,
enddgenas y conservadas evolutivamente de alrededor de 22 nt de largo que
funcionan como reguladores post-transcripcionales; los cuales actian sobre los
RNA mensajeros y reprimen su traduccion, por lo que tienen influencia sobre
diversas funciones celulares como la regulacion del desarrollo, diferenciacion,
proliferacion y apoptosis. Estudios de expresion génica en muestras de tumores y
células cancerosas mostraron que el microRNA humano 21 (miR-21) se encuentra
sobre expresado en al menos seis tipos de tumores sélidos, lo que sugiere
fuertemente su funcion en la progresion de neoplasias. La regulacion del promotor
de miR-21 es controlada por AP-1, PU.1, el complejo SWI / SNF y 3EF1. Se ha
demostrado BMP-6 reprime la expresion de miR-21 al inhibir la union de las
proteinas de la familia AP-1 y SEF1 al promotor de miR-21. Objetivo. Analizar el
efecto regulatorio de las secuencias AP-1 sobre la activacion del promotor de
miR-21 en células cervicales tumorales humanas transformadas con HPV.
Metodologia. Se generaron plasmidos reporteros con diferentes deleciones de los
elementos de respuesta a los factores de transcripcion AP-1 del promotor de miR-
21 y se evaluo la actividad del gen reportero de Luciferasa en las lineas celulares
HelLA, C-33 y HaCat, transfectadas con las diferentes construcciones de
plasmidos, para evaluar la funcionalidad de los diferentes sitios AP-1 encontrados
en el promotor de miR-21. Resultados. Los resultados obtenidos muestran una
tendencia de disminucién en la actividad del gen reportero con cada delecion de
los sitios AP-1 del promotor de miR-21 en las lineas celulares HeLa y C-33; en la
linea celular HaCat no se observaron cambios. La actividad del gen reportero en la
linea celular HeLa no mostr6 cambios respecto a la linea celular C-33.
Conclusion. En conclusién nuestros resultados sugieren que los tres sitios AP-1
encontrados en el promotor de miR-21 son funcionales en las lineas celulares
HelLa y C-33, donde posiblemente participen en la sobre expresion de miR-21.
Ademas sugieren que la infeccion por el HPV no es una condicién primordial en la

activacion de estos sitios, como lo es para el proceso neoplasico.
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Introduccidn
Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud
publica en el mundo, ocurre en 10% de todos los canceres y es la tercera
neoplasia mas diagnosticada en el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, el cancer cervicouterino es la segunda causa de mortalidad femenina por
cancer en todo el mundo, con unas 300.00 muertes al afio. EI 80% de los casos
corresponden a los paises en vias de desarrollo y a nivel mundial se presentan
cerca de 500 000 casos nuevos cada afio a pesar de que la enfermedad podria
prevenirse casi por completo gracias a los conocimientos y tecnologias
actualmente disponibles. Afecta principalmente a mujeres de bajo nivel
socioeconémico, socialmente vulnerables, que no acceden a los servicios de
tamizaje. La enfermedad y muerte de estas mujeres tiene consecuencias
devastadoras para las condiciones de vida de sus familias, ocasionando la pérdida

de trabajo, ingresos, y el ausentismo escolar de los nifios del hogar [1].

La evidencia epidemiologica sugiere, desde hace varios afios, que el cancer
cervicouterino se comporta como una enfermedad de transmision sexual por lo
que sus factores de riesgo tienden a ser similares a los de este grupo de
enfermedades, es decir, el inicio de relaciones a edad temprana, promiscuidad,
bajo nivel socioeconémico, paridad, edad del primer parto, inmunosupresiéon, uso
de anticonceptivos orales (ACO), déficit nutricional, tabaquismo y antecedentes de
infecciones de transmisién sexual (ITS) provocadas por virus del herpes simple
tipo 2, Chlamydia trachomatis, virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Sin
embargo, ninguno de estos factores de riesgo puede originar CaCu, sino es junto

a una infeccion persistente por el virus del papiloma humano (HPV) [2].



Céancer cervicouterino y HPV

Los virus oncogénicos desempefian un papel etioldgico de gran importancia en
varios de los tumores malignos que afectan al hombre. Los estudios moleculares
han demostrado la relacion entre las células intraepiteliales y escamosas de cérvix
con numerosas infecciones inducidas por los virus Epstein Barr, virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), herpes virus tipo Il (VSH-2), citomegalovirus
(CMV) y particularmente por el Virus de Papiloma Humano (HPV). Observaciones
clinicas y estudios moleculares han permitido establecer un importante papel del
HPV en el origen de las lesiones preinvasivas de cuello uterino. Desde hace casi
30 afios se sugirid6 que el HPV era el agente causal del cancer de cérvix uterino
[2]. Esta hipétesis le concedié el Premio Nobel en 2009 al profesor Harald Zur
Hausen. Actualmente se ha establecido que la infeccion persistente por tipos
oncogénicos de HPV es la causa necesaria del cancer de cérvix. Mediante
multiples estudios epidemioldgicos, moleculares y clinicos se ha demostrado que
esta neoplasia es una secuela de una infeccién no resuelta de ciertos genotipos
de HPV [3]. Se ha podido demostrar que este virus es el agente desencadenante
de mas del 95% de los casos de cancer cervical y las lesiones cervicales de alto
grado. ElI HPV ha sido considerado un factor importante en el origen y evolucion
de las lesiones premalignas del CaCu sin embargo, la exposicion al virus no es

suficiente para originar o causar una neoplasia intraepitelial cervical [4].
Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano, pertenece a la familia Papillomaviridae, una familia
recientemente reconocida como distinta de los polyomavirus por el Consejo
Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV) [5]. Basado en el analisis de
secuencia de DNA, se han reconocido mas de 100 genotipos de HPV que causan
un diverso rango de lesiones epiteliales. Estos genotipos también han sido
clasificados epidemiolégicamente de acuerdo a su asociacion con la aparicion de
lesiones malignas en el cuello uterino, donde se catalogaron a 15 genotipos como
de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82) [6].



La particula del virus papiloma humano tiene una capside de 72 capsomeros (60
hexameros y 12 pentdmeros), con un didmetro aproximado de 55 nm y que
contiene al genoma viral. El genoma del HPV consiste de una molécula de DNA
circular de doble cadena, de aproximadamente 7200 pares de bases. Se divide en
tres regiones: una region de transcripcion temprana E (Early), la cual codifica para
las proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), necesarias para la replicacién del
DNA viral, la regulacién de la trascripcion y la transformacién e inmortalizacion
celular. Una region de transcripcion tardia L (Late), que codifica para proteinas
estructurales (L1 y L2), ademas de una region reguladora que no se transcribe
conocida como region larga de control LCR (Long Control Region), que contiene la
secuencia de DNA que permite el control de la replicacion y de la expresion del
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Figura 1. Organizacion del Genoma del HPV. El genoma del HPV es una molécula de
ADN circular de doble cadena. Se divide en tres regiones: la region larga de control
(LCR), que no tiene marco de marco de lectura alguno; la regiéon de expresion temprana,
gue contiene a los genes E1 a ES8; y la regién de expresion tardia que contiene a los
genes L1y L2. Lépez Saavedra y Lizano Soberon [4].
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Region E1 del HPV

El gen E1 es el mas grande y de los mas conservados de los HPV, presenta 2 Kb
de secuencia y de 67.5 a 76.2 KDa. La proteina se divide en tres regiones: un
dominio amino terminal, que se sospecha regula las actividades de E1 residentes
en el C-terminal, pues es blanco de una serie de fosforilaciones que influyen
positiva 0 negativamente en la funcion; una regidn espaciadora de longitud
variable y una regién carboxilo terminal més grande, relacionada en funcion a las
ATPasas y helicasas. E1 es una 3’ — 5’ helicasa hexameérica dependiente de ATP,
gue participa en la replicacién del ADN viral. E1 se une al origen de replicacion, en
una secuencia palindromica de 18 pb rica en A 'y T que se halla en la LCR,
formando hexameros y dobles hexameros. El hexamero rodea al ADN de modo
que el sustrato pasa a través del centro del anillo hexdmerico [8]. La union de E1
al sitio de origen causa una curvatura, vital para el correcto ensamblaje del
complejo de iniciacion y para las primeras etapas de desenrrollamiento de la doble
hélice (Figura 2) [9].
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Figura 2. E1, E2 y la replicacion del DNA viral. E1 es una 3'-5" helicasa hexamérica
dependiente de ATP. Se une a su sitio en la LCR para formar hexameros. E1 interacciona
con la ADN polimerasa a mientras que esta necesita de las proteinas de replicacion A
(RPA) que estabilizan la cadena sencilla del duaplex abierto, para que se realice la
replicacion. Sin embargo la afinidad de E1 por su sitio de unién en la LCR depende de su

acoplamiento con el dominio N-terminal de E2. LOpez Saavedra y Lizano Soberén [4].
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Region E2 del HPV

El producto del gen E2, de aproximadamente 1100 pb, es una proteina nuclear de
45 kDa. Se divide en tres dominios funcionales, el primero, en el extremo amino
terminal, es el dominio de activacion (E2TAD), responsable de regular la
transcripcion y la replicacion del ADN viral. Promueve la oligomerizacién e
interaccion entre moléculas de E2 unidas al ADN en sitios distantes, provocando
una curvatura en la molécula de ADN y otros cambios conformacionales (Figura 3)
[10]. El segundo dominio es el de bisagra o dominio central, de longitud y
secuencia mas variables entre los HPV. En el subtipo 11 es importante para
regular la funcion de E2 durante la transcripcion del ARNm vy la replicacion viral,
ademas que le da estabilidad al complejo E2 - ADN. EI tercer dominio, en el
extremo carboxilo terminal, es de dimerizacion y de union al ADN, de casi 100
aminoacidos E2 se une al palindrome de 12 pb ACCgNNNNcGGT, llamado el sitio
de unién de E2 (E2BS), que sufre un cambio de conformaciéon al unirse a la
proteina. La region NNNN se llama espaciadora, su longitud es conservada entre
los diferentes tipos de HPV pero la secuencia varia con el genotipo viral. El
genoma de los HPV-AR contiene 4 sitios E2BS ubicados en la LCR, que estan
localizados en el extremo 5’ del promotor viral que regula la expresién de los
genes tempranos. La union de E2 al ADN provoca la represion o activacion de
dicho promotor y la replicacion del ADN viral. A su vez, estas funciones dependen
de la concentracion intracelular de E2, asi como del sitio, de los cuatro existentes,
al que se haya unido. La union al sitio mas proximo del promotor, BS1, no solo
interfiere con la unién de TBP a la caja TATA, sino también afecta la estabilidad
del complejo de pre inicio de la transcripcion una vez que TBP ya se uni6é a su
sitio. La unién a los sitios BS2 y BS3 también contribuye a la represion del
promotor compitiendo con factores de transcripcion como SP1. La union a BS3 es
necesaria para la replicacion viral. E2 es mas afin a BS4 y la unién a este sitio
regula positivamente la expresion génica, aunque los mecanismos para que se
lleve a cabo no son del todo claros. E2 puede también activar al complejo de

preinicio de la transcripcion e influye en el remodelaje de la cromatina [11].
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Figura 3. Interaccion de E2 con la LCR. E2 se une al genoma de los VP-AR que contiene
4 sitios de unién a E2 (E2BS) ubicados en la LCR. La unién de E2 a su sitio promueve la
oligomerizacion e interaccion entre moléculas E2 unidas al ADN en sitios distantes, lo que
provoca una curvatura en la molécula de ADN y otros cambios conformacionales. Lopez

Saavedra y Lizano Soberon. [4].
Region E4 del HPV

La secuencia codificante de E4 es de aproximadamente 260 pb, esta contenida
dentro del marco de lectura de E2. La proteina E4, posee de 10 a 44 kDa, se
expresa a partir de un ARNm procesado de manera abundante durante las etapas
tardias del ciclo viral y la replicacion vegetativa del ADN viral. La expresion
precede la sintesis de las proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de las
particulas virales. La proteina E4 se localiza en parte en los filamentos intermedios
de queratina del citoplasma (IF) durante las LSIL causadas por VPH 16, pero
también se halla de manera difusa en regiones perinucleares y citoplasmaticas. E4
causa el colapso de dichas queratinas y esto se ha relacionado con la liberacion
de los viriones. E1"E4 de HPV16 causa arresto en la fase G2 del ciclo celular
cuando se expresa en células HelLa y SiHa. Esto sugiere un papel antagdnico con
la proliferacion celular inducida por E7 durante la etapa productiva de la infeccion,
asi como el requerimiento de E1"E4 y E2 para inhibir la division celular durante el

ciclo viral [12].
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ONCOGEN E5 DEL HPV

El gen viral E5 es, aproximadamente 230 a 250 pb, codifica para una proteina de
90 aminoécidos con un peso molecular de 14 kDa. Es una proteina de membrana
e hidrofobica que se halla principalmente en el reticulo endoplasmico y Golgi, pero
también en la membrana citoplasmatica [13]. La funcion principal de la proteina E5
es formar complejos y sobre regular la actividad de los receptores de factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento epidermal (EGFR) o el receptor del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR) [14]. También se ha
identificado que E5 del HPV-16 une a la subunidad de 16 KDa de la ATPasa
vacuolar. La ATPasa es un complejo proteico, de unibn a membrana, cuya
subunidad de 16 KDa forma el poro por el que pasan los iones H+ que acidifican el
contenido de los endosomas. Se sabe que E5 del HPV-16 inhibe la acidificacién
de los endosomas, lo que resulta en la retencién del receptor, en la prolongacion
de su sefial activa y en el reciclaje del 40% de los receptores para anclarse de

nuevo en la superficie en ausencia del ligando [15].

En un modelo murino transfectado con el gen E5, se ha observado aumento en la
expresion de c-Fos y c-Jun, en especial en presencia de EGF. La LCR de los
HPVs tiene sitios de unién a AP-1 y en presencia de E5 aumenta la actividad
transcripcional del promotor en células NIH3T3 que expresan E5, influyendo asi en
la produccion de los mensajeros tempranos. Dado que el EGF es necesario en la
fase G1 del ciclo celular, se sugiere que la actividad de E5 estimula a las células a
través de esta fase y en la fase S del ciclo celular [16].

Si E5 inhibe la acidificacion de los endosomas en queratinocitos normales
humanos (HFK), podria también afectar la interaccién de los péptidos antigénicos
con las moléculas del MHC-Il, disminuyendo el reconocimiento de los

queratinocitos infectados [17].
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ONCOGEN E6 DEL HPV

El oncogén E6, de entre 450 y 500 pb, codifica para una proteina de
aproximadamente 150 aminoacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa. El
oncogén E6 es uno de los primeros que se expresan durante el ciclo viral y tiene la
capacidad de unirse a una gran cantidad de blancos celulares, lo que le permite
bloquear la apoptosis, regular la transcripcion viral, abatir la diferenciacion celular
y las interacciones célula-célula, e incrementar la inestabilidad cromosémica [18].
La oncoproteina E6 puede activar la telomerasa, una ribonucleoproteina con
funciébn enzimatica, importante para el mantenimiento de las estructuras
teloméricas contenidas al final de los cromosomas. La actividad de la subunidad
catalitica de la transcriptasa reversa de la telomerasa (hTERT), se presenta en
mas del 90% de las células inmortalizadas y cancerosas, pero esta ausente en las
células somaticas normales [19]. La oncoproteina E6 se une a la proteina celular
p53 y la conduce a su degradacion a través de la via de la ubicuitina. En este
proceso, también participa la proteina celular asociada a E6 (E6-AP), que actla
como una ubicuitin ligasa [20]. Las mutantes de E6-AP incapaces de unirse a E6
no pueden interactuar con p53 y las proteinas mutantes de p53 que no se unen a
E6, no son susceptibles a la degradacion inducida por E6-AP, lo que sugiere que
E6 es requerida para mediar la interaccion p53/E6-AP. E6 al unirse a p53 también
puede producir su retencion en el citoplasma, bloqueando su translocacion hacia
el nidcleo y por tanto inhibiendo su funcién, independiente del proceso de
degradacion [21]. La oncoproteina E6, también ha sido implicada en la prevencion
de apoptosis a través de mecanismos dependientes e independientes de p53. E6,
es capaz de unirse a Bak (un miembro pro apoptético de la familia Bcl-2) a través
de un mecanismo independiente de p53 y degradandolo muy probablemente por
su reclutamiento, por medio de la proteina E6-AP via ubicuitinacion. Estudios
bioquimicos, han revelado que Bak puede unirse a E6-AP en ausencia de E6, a
diferencia de p53 [22]. La oncoproteina E6 por si sola tiene un potencial
oncogénico débil en algunas lineas celulares, pero coopera con la proteina E7

para tener una plena capacidad de transformacion e inmortalizacion celular.
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ONCOGEN E7 DEL HPV

El oncogén E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de
aproximadamente de 100 aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa. La
oncoproteina E7, puede unirse con la forma hipofosforilada de pRB, e induce su
degradacion. La inactivacion de pRb induce la activacion constitutiva del factor de
transcripcion E2F, el cual induce la transcripcion de genes involucrados en la
sintesis de DNA, durante la fase S del ciclo celular. EI mecanismo por el cual, la
oncoproteina E7 induce la degradacion de pRb aln no ha sido completamente
dilucidado, sin embargo, algunos estudios han demostrado que la actividad de E7,
estd mediada por la proteasa de cisteinas activada por calcio, llamada calpaina, la

cual es reclutada por E7, antes de unirse a pRb [23].

La oncoproteina E7, posee otras funciones independientes de pRb, como su unién
a miembros de la familia de factores de transcripcion AP-1, como c-jun, junB, junD
y c-fos, todos ellos, cruciales en las vias de sefalizacidn relacionadas con proceso
mitogénico y de diferenciacion celular. La oncoproteina E7 se une a c-jun y activa
a su promotor por un mecanismo de transactivacion. El efecto de E7 en la
progresion del ciclo celular via factores de transcripcion AP-1, puede ser
independiente de pRb o dependiente de este. El mecanismo dependiente de pRD,
se presenta por que el promotor de c-jun, contiene sitios AP-1, que son regulados
por el complejo pRb/c-Jun. La unién de c-jun a los sitios AP-1 a través de pRDb,
produce la activacion de promotores inducidos por c-jun. En presencia de E7, este
mecanismo de activacion de la transcripcion, es inhibido. EI mecanismo de accién
de E7 independiente de pRb, consiste en la unién de esta oncoproteina a c-jun, lo
cual potencia la transactivacion de genes involucrados en la progresion del ciclo

celular y la mitosis [24].

14



El daifo al ADN Induccién de

/ activa P53 :lpop(c'ms
«
Inhibe LT \/‘/_ @
. ‘e’ Degradacion de
" R Induce Induccién de \\. @ PS3 via
- apdptosis ¢ : L/ ubiquitinacién
Fosforila Inhibe & arresto de G1 - z @
" 1 [V (‘

. b adacién d
Se une \’ \( chrle 5:.?n N
ubiquitinacién

DD
/@Q\ libera E2F ?
Ny Y
@ E2F Libre 4N

E2F
@ Activacién del Degr .;{hc;ic;n de

ciclo celular ubiquitinacion

Célula No Infectada @ @ Célula Infectada
por VPH

Figura 4. Efecto de la interaccién entre las oncoproteinas virales E6 y E7 con las
proteinas celulares involucradas en el control del ciclo celular. Las proteinas virales
promueven la proliferacion e inhiben la apoptosis a través de la degradacion de p53 y
pRB, via ubiquitinacion. Tomada y modificada de Lépez Saavedra y Lizano Soberén [4].

Proteinas L1 Y L2 del HPV

La proteina L2 posee 43 a 53 kDa, representando la menor proporcién de la
capside viral, que junto a L1, se producen en células que expresan E4. La proteina
mayoritaria L1, de 57 kDa conforma cerca del 80 % de la capside y se expresa
después de L2. La capside estd constituida por 360 copias de L1 y
aproximadamente 12 copias de L2, organizados en 72 capsOmeros de una
particula icosaedral. La proteina L2 se acumula en estructuras nucleares
conocidas como dominios oncogénicos de la proteina de leucemia promonocitica
(PML) durante el ensamble del virus y atrae a L1 hacia estos dominios. Se ha
sugerido que estos cuerpos PML son el sitio de la replicacion del ADN viral y que
las proteinas de la capside se acumulan en este sitio para facilitar el

empaquetamiento [25].
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Region Larga De Control del HPV

La region larga de control (LCR) es un segmento gendémico, que no contiene
marco de lectura alguno, por el contrario posee numerosos elementos de
respuesta en cis que regulan la expresion génica y la replicacion viral. Numerosos
factores, celulares y virales, interaccionan con esta region, ejemplo de ello son las
proteinas virales E1 y E2, las cuales modulan la actividad transcripcional y la
replicacion del virus; componentes de la maquinaria basal de transcripcion como
SP1 y TBP; receptores de glucocorticoides que modulan positivamente la
transcripcion, asi como otros factores que parecen intervenir en la especificidad
por el tejido como KRF, Skn — la/i, TEF, AP1, etc. [26]. El promotor temprano,
responsable de la transcripcién de los oncogenes virales, es activo en células de
tejido de cancer cervical o en los queratinocitos de la piel. Sin embargo, no es
activo en las células epiteliales del higado (HepG2) o del seno (MCF7). Esta
especificidad por el tejido, no muy comun en muchos virus, corresponde al

amplificador transcripcional o enhancer [27].
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Figura 5. Region Larga de Control (LCR) del HPV. La LCR contiene numerosos
elementos de respuesta en cis que gobiernan la expresién génica y la replicacion viral.
Factores celulares y virales interaccionan con esta regién, como las proteinas virales E1 y
E2 que modulan la actividad transcripcional y la replicacion del virus; componentes de la
magquinaria basal de transcripcion como SP1 y TBP; receptores de glucocorticoides que
modulan positivamente la transcripcion, asi como otros factores que parecen intervenir en

la especificidad por el tejido como KRF, Snk y AP-1. LOpez Saavedra y Lizano Soberén

[4].
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Ciclo viral del HPV

La infeccion por el HPV ocurre cuando las particulas infecciosas del virus entran a
las células basales en el epitelio cervical estratificado a través de una micro lesiéon
que puede ocurrir en condiciones donde la piel tenga algin micro trauma. Para los
HPVs de alto riesgo como el HPV-16, la formacion de lesiones cervicales se
facilita por la infeccién de células columnares que después formaran la capa basal
del epitelio estratificado de la zona de transformacion. No se ha identificado un
receptor de membrana definido para la entrada del virus, aunque el complejo
integrina a6 — 4 se ha propuesto como candidato. Ademas se ha visto que la
entrada depende de la presencia de los proteoglicanos de sulfato de heparina
presentes en la membrana citoplasmética, que podrian ser el lugar de unién inicial

previo a la unién con el receptor [28, 29].

La internalizacién del virus ocurre por endocitosis de vesiculas cubiertas de
clatrina. El desensamble del viribn puede ser a través del rompimiento de enlaces
disulfuro internos de la cépside, dado el ambiente reductor de la célula, lo que

permitiria el transporte del DNA viral al nucleo celular [30].

Una vez que el genoma viral se encuentra en el nacleo se expresan las proteinas
El y E2 para mantener su genoma episomal en bajo niumero de copias, 10 a 200
por célula, y ademéas facilitan la segregacion correcta de los genomas durante la
division celular. La infeccidn inicial es seguida por una fase proliferativa que
conduce al incremento del nimero de células basales que contienen el genoma
viral, para lo que se requiere la expresion de las proteinas E6 y E7 del HPV que
estimulan el progreso de la fase de ciclo celular de la fase G1 a la fase S [31].

La expresion de E6 y E7, de un RNAm bicistronico bajo el control del promotor
temprano en la LCR, evita que la célula basal interrumpa el ciclo celular una vez
gue esta migra al estrato supra basal del epitelio. Estas proteinas retardan la
diferenciacion celular y promueven la proliferacion mediante interacciones con

proteinas celulares responsables del control del ciclo celular [32].
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Para que se produzcan viriones infecciosos, el virus debe amplificar su genoma y
empaquetarlo en la particula proteica. Esto ocurre en las capas superiores del
epitelio, en el estrato espinoso, donde aumenta la actividad transcripcional del
promotor tardio en el genoma viral y que es dependiente de la diferenciacion
celular. Este promotor se halla en el marco de lectura del gen E7 y promueve la
transcripcion de proteinas involucradas en la replicacion del DNA viral, tales como
El, E2, E4 y E5, asi como las constituyentes de la cépside, L1 y L2. Para la
replicacion viral se necesita que E2 se una a la LCR y que promueva la unién de
E1l en el sitio de origen de la replicacion viral. El ensamble de las particulas virales
ocurre en el estrato granuloso del epitelio y eventualmente las células infectadas
se descaman de la capa superior de este. El virus del papiloma humano no es
litico y se ha sugerido que la proteina E4 contribuye a la salida del virus de las
capas superiores del epitelio mediante el rompimiento de los complejos de

citoqueratina [33].
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Figura 6. Ciclo viral en el epitelio estratificado. Arquitectura de la célula epitelial
estratificada del cérvix y expresion de las proteinas virales después de la infeccion. Las
células germinales normales se dividen a lo largo de la membrana basal y maduran
verticalmente a través del epitelio sin division posterior (derecha). Después de que el HPV
infecta estas células de la membrana basal (izquierda), se expresan las proteinas
tempranas. Bajo la influencia de estas proteinas, las células que estan en division se
expanden verticalmente y la diferenciacion celular es retrasada e incompleta. Las
proteinas virales se expresan secuencialmente con la diferenciacion y los viriones se
producen en las capas superiores del epitelio. Las células presentadoras de antigenos
intraepiteliales (APC) son abatidas en una célula infectada por HPV. Lépez Saavedra y
Lizano Soberén [4].
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MicroRNAs

Como ya se mencion0, la infeccion por HPV en las células cervicales altera una
gran cantidad de procesos celulares mediante la expresion de las proteinas de
fase temprana (principalmente E6 y E7), y uno de los procesos que se han visto
afectados durante la progresion del cancer cervicouterino es el transcriptoma

celular, y en consecuente la expresion de los microRNAs [34].

Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificantes, endogenas y
conservadas evolutivamente de alrededor de 22 nt de largo que funcionan como
reguladores post-transcripcionales; que actian sobre los RNAm reprimiendo la
traduccion por lo que tienen influencia sobre diversas funciones celulares como la

regulacion del desarrollo, diferenciacion, proliferacion y apoptosis [35].

Los primeros indicios de la existencia de los microRNA datan de los afios 80,
gracias al grupo de Rich Jorgensen que trabajaba en la modificacion del color de
flores de petunia. La estrategia experimental consistia en introducir en la planta,
una copia extra del gen codificante de la enzima chalcona sintasa, que participa en
la produccién de pigmentos de antocianina, los cuales le proporcionan el color
parpura a las flores. Asi al sobre-expresar este gen, se esperaba obtener petunias
de color purpura mas intenso, sin embargo todas las plantas obtenidas tenian
flores blancas, el color natural cuando no se producen pigmentos de antocianina.
La introduccién de una copia extra del gen que codifica para la chalcona sintasa
parecia inhibir el gen enddgeno de la planta, resultando en flores blancas. Estos
hallazgos fueron publicados con el término de co-supresiéon [36]. Un fendmeno
similar fue descrito por Romano et al, que trabajaban en el hongo Neurospora
crassa y fue denominado “quelling”. Experimentos realizados por varios grupos
habian demostrado para entonces que la supresion era un fenbmeno que ocurria
a nivel postranscripcional, por lo que se denominé a este fenomeno Silenciamiento

de Genes Postranscripcional o PTGS (“Post Transcriptional Gene Silencing”) [37].
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Los primeros microRNAs enddgenos, lin-4 y let7, fueron descubiertos a través de
analisis por cribado genético (“genetic screening”) en poblaciones de C. elegans,
donde observaron que las mutaciones en ambos genes afectaban al tiempo de

desarrollo de los individuos que las portaban [38], [39].

La reciente introduccion de la tecnologia de secuenciacion masiva ha permitido el
analisis simultaneo de millones de secuencias. Esto permite el descubrimiento, no
solo de nuevos mMiRNAs, sino de otras moléculas pequefias de RNAs con
funciones especificas pero basadas en la generacién y dinamica de RNA de doble
cadena. Entre ellos se han descrito: piRNAs [40], endo-SiRNASs [41], SnORNAs [42]
y TSSa-RNAs (pequefios RNAs que se localizan en regiones de origen de la

transcripcion en células de mamiferos) [43].
Organizacion gendémica de los microRNAs.

Los microRNAs se originan a partir de moléculas precursoras de tamafio variable,
doble cadena y bucles a modo de horquilla, capaces de originar RNA con
estructuras secundarias. Aproximadamente el 80% de los genes de microRNAs se
encuentran localizados en regiones intrénicas del genoma, y el 20% restante se
distribuyen en regiones exoénicas y regiones intergénicas. Alrededor de la mitad se
encuentran formando parte de familias (microRNAs que comparten la secuencia
de nucledtidos que se une a la region 3'UTR del RNA mensajero diana, conocida
como region semilla o “seed”) o grupos génicos (“clusters” de microRNAS)
formados por microRNAs localizados en la misma region dentro del genoma,
transcritos en forma de policistrones primarios como una larga cadena de RNA
[44].

Sin embargo, no todos los miembros de un mismo grupo o familia de microRNAs
se expresan al mismo nivel, lo que sugiere que estos microRNAs pueden ser
procesados y/o modificados de manera especifica y postranscripcionalmente. Al
compartir la totalidad o parte de la region “seed”, los miembros de una misma
familia de microRNAs son potenciales reguladores del mismo conjunto de mRNAs
[45].
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Biogénesis de microRNAs

El microRNA primario de aproximadamente 1 kb, es inicialmente transcrito por la
RNA polimerasa Il a partir de una region no codificante o un gen microRNA. Un
pri-miRNA regularmente contiene la secuencia de diferentes microRNAs y es
caracterizado por una horquilla imperfecta de bases apareadas. Esta horquilla es
reconocida por una RNasa Il nuclear denominada Drosha que junto a una
proteina denominada DGCR8 corta el pri-miRNA en RNA de doble cadena,
formando un RNA de aproximadamente 70 nucle6tidos con una estructura de
horquilla y con dos nucleétidos sin aparearse en la regién 3", denominado pre-
microRNA. El cual, una vez reconocido por la exportina 5 y una Ran-GTPasa, el

pre-miRNA es transportado del nucleo al citoplasma (Figura 7) [46].

En el citoplasma, el pre-miRNA es cortado por una proteina llamada Dicer, la cual
reconoce RNA de doble cadena, generando un microRNA de doble cadena de
aproximadamente 22 nucleétidos. La cadena termodindmicamente mas estable
(generalmente la de 3" a 5°) funciona como un microRNA maduro, el cual se
agrega a un complejo de ribonucleoproteinas denominado RISC. Este complejo
RISC estd compuesto por una familia de proteinas llamadas Argonautas (AGO),
las cuéles reconocen al mRNA blanco, que serd reconocido por el microRNA

maduro por complementariedad total o parcial [47].

En humanos, se han reconocido a cuatro proteinas AGO, pero solo AGO2 es
capaz de cortar al mRNA blanco. Las cuatro proteinas AGO tienen dominios
conservados caracteristicos, un N terminal, MID (Amino de en medio), PAZ (Zwile
Piwi Argonauta) y un dominio PIWI. El dominio PAZ reconoce al microRNA
maduro y lo incorpora al complejo RISC. El dominio PIWI presenta un sitio
conservado para la unién de la region 5° del mMRNA y actividad de endonucleasa.
Se ha observado que la asociacion del complejo RISC con el microRNA unido a su
MRNA blanco, puede inhibir la traduccion, evitando la union de los ribosomas al
MRNA. Por otro lado, el complejo RISC contiene proteinas reguladoras como
GW182, la cual es una proteina que interactda con las proteinas AGO, reclutando

al complejo de desadenilacion hacia el duplex de microRNA-mRNA.
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El complejo de desadenilacion llamado CCR4-NOT, tiene la capacidad de quitar el
la cola de poli(A) del extremo 3" de los mRNAs blanco, lo que representa la
primera etapa de la degradacion de los mRNA en los denominados P-bodies en el

citoplasma [48].
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Figura 7. Biogénesis de los miRNA y mecanismos de regulacion de expresion génica. Los
MiRNA se generan a partir de un precursor (pre-miRNA), que a su vez se genera a partir
de un transcrito primario (pri-miRNA). Los mecanismos utilizados por los miRNA para
silenciar la expresion génica incluyen: a) inhibicion al inicio de la traduccion; b) represion
traduccional pos-inicio, y c) desestabilizacién del RNAm blanco a través de un proceso de
desadenilacion. Lugo Trampe [49].
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Regulacion de la biogénesis de microRNASs.

La regulacién de la biogénesis de microRNAs puede ocurrir a tres niveles: a)

durante la transcripcion, b) por medio del fendmeno de la edicion de moléculas de

dsRNA y c) durante los procesamientos por el complejo Drosha/Dgcr8 y por Dicer.

a)

b)

La transcripcion es controlada mediante factores que regulan la produccién de
pri-microRNAS, que a su vez son especificos del tipo celular, del proceso de
desarrollo en que se encuentren las células y de la respuesta de las células a
diferentes estimulos. Por ejemplo, factores de transcripcion especificos de
células troncales embrionarias como Sox2 y Nanog, regulan promotores de
genes de microRNA, siendo estos microRNAs preferencialmente expresados

en células troncales embrionarias [50].

Otro ejemplo asociado a estrés celular se produce tras el inicio del dafio en el
DNA, P53 activa la transcripcion del pri-microRNA-34 (pri-microRNA
policistronico que contiene varios miRNAs de la familia miR-34) y la expresion
de los microRNAs de la familia del miR-34 induce la parada del ciclo celular
[51].

Por otra parte la metilacibn de secuencias promotoras del genoma puede
afectar a la expresion de los genes de microRNA del mismo modo que afecta
al resto de genes de un organismo. Algunos microRNAs actian como
supresores de tumores y se han observado patrones de hipermetilacion de

estos microRNAs en lineas celulares cancerosas [52].

El fendmeno de “edicion” de miRNAs genera modificaciones a nivel de la
secuencia de nucledtidos de las moléculas precursoras de mMIRNAS,
aumentando la diversidad de formas maduras originadas a partir de un mismo
gen de miRNA. La desaminacion de nucleétidos de adenina, transforman estas
bases puricas en inosinas, que son reconocidas por la maquinaria celular como

guaninas, modificandose el apareamiento de bases de las moléculas
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precursoras de miRNAs que sufren la edicion. En dicho mecanismo, participan
las proteinas de la familia ADAR. Las Adenosinas Desaminasas que actuan
sobre dsRNA (ADAR) son una familia de proteinas capaces de modificar la
secuencia de nucleétidos de las moléculas precursoras de miRNAs [53].

Los cambios introducidos a nivel de secuencia pueden afectar tanto a nivel del
procesamiento de las moléculas precursoras durante la biogénesis de miRNAs,
como a nivel del reconocimiento del miRNA y el mRNA objeto de la regulacion.
Un ejemplo de esto es la edicion del pri-microRNA-142, la cual parece interferir
en su posterior procesamiento por el complejo Drosha/Dgcr8, provocando una
reduccion de la expresion de las formas maduras miR-142-3p y miR-142-5p
[54]. Un caso parecido se observo en el procesamiento de las moléculas

precursoras del miRNA-151 en cerebro [55].

También la actividad del complejo microprocesador y de Dicer puede ser
modulada durante la biogénesis de mMiRNAs concretos. Por ejemplo, la
ribonucleoproteina hnRNPA1 (“heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1”)
se une a la horquilla del pri-microRNA-18a facilitando su procesamiento por
delante del resto de los miRNAs de su mismo grupo (grupo miR-17-92) [56]. La
activacion de la proteina Erk puede fosforilar a Trbp (proteina que forma un
complejo con Dicer para el procesamiento de los pre-microRNAS),
estabilizando la unién Trbp/Dicer y aumentando la eficiencia del procesamiento
de pre-microRNAs [57].

Las perturbaciones en la regulacion de la biogénesis de los microRNAs, se han

asociado con una creciente gama de tipos de cancer. Informes recientes muestran

una fuerte evidencia de que los microRNAs son moléculas clave que participan en

la iniciacion y progresion del cancer [58].
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MICRORNA HUMANO miR-21

Se ha demostrado que la infeccién por HPV en las células cervicales altera una
gran cantidad de procesos celulares mediante la expresion de las oncoproteinas
virales de fase temprana (principalmente E6 y E7), y uno de los procesos que se
han visto afectados durante la progresion del cancer cervicouterino es la expresion
de los microRNAs, donde se ha encontrado que el microRNA humano miR-21 es
el mas abundantemente expresado (Acceso NC_000017 en GeneBank vy
MIO000077 de miRBase) [59].

La primera indicacion de la expresion aberrante de miR-21 se detecté en un peffil
de miRNAs de glioblastoma humano (GBM). Donde miR-21 se encontré sobre
expresado fuertemente en todas las muestras de glioma de alto grado analizadas.
Incrementos similares en la expresion de miR-21 se han encontrado en seis lineas
celulares derivadas de GBM comunmente usadas como modelo, un hallazgo
importante ya que los tumores GBM y los de las lineas celulares son
extremadamente diversas genéticamente, con un gran numero de genes
supresores de tumores y proto-oncogenes frecuentemente mutados, y ningun
marcador genético comun fue identificado antes del descubrimiento de miR-21. En
la mayoria de los casos, la sobre expresién concomitante del miRNA precursor de
72-nt (pre-miR-21) también fue evidente en los Northern blots. El estudio donde se
detectd la sobre expresiéon de miR-21 en glioma se realiz6 al medir, mediante
micro arreglos, los niveles de expresion de miR-21 en glioma y compararlos con
una variedad de controles que incluyen adulto tejidos humanos y de cerebro de
ratdbn no neoplasicos (corteza y materia blanca), fetos humanos y tejido de cerebro
de ratdon en multiples etapas de desarrollo, neuronas y astrocitos de rata. Todos
estos controles mostraron ya sea trazas o ninguna expresion de miR-21 en

comparacion con las muestras de glioma [60].

En un perfil a gran escala de la expresion de miRNAs en 540 muestras humanas
derivadas de 363 especimenes que representan seis tipos de tumores solidos y
177 respectivos tejidos normales de control [61], miR-21 fue el inico miIRNA sobre

expresado en todos los tipos de los tumores analizados , incluyendo el de mama,
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colon, pulmoén, pancreas, prostata y estdmago. Estudios adicionales demostraron
elevada miR-21 expresion en carcinomas hepatocelulares [62], el cancer gastrico
[63], el cancer de ovario [64], carcinoma cervical [65], lineas celulares de cancer
de cabeza y cuello [66] y carcinoma papilar de tiroides [67]. Generalmente, los
niveles de expresién de miR-21 son también muy altos en la mayoria de las lineas
celulares de cancer de diversos origenes, y en algunas lineas celulares representa
hasta el 15-25% del microRNA celular [68]. Por lo tanto, la sobre expresion de

miR-21 puede ser una caracteristica general de las células tumorales.

La forma madura de miR-21 esta perfectamente conservada en los mamiferos, y
esta codificada por un solo gen. El gen de miR-21 en humano esta relativamente
bien caracterizado y mapeado en el cromosoma 17g23.2, donde se superpone con
el gen que codifica para la proteina VMP1 (TMEM49), un homdlogo humano de la

de la proteina de membrana vacuolar de rata [69].

La amplificacion de la regibn cromosomica 17q se asocia con varios canceres,
incluyendo cancer de mama [70] y el cancer de prostata [71], y se produce en
aproximadamente el 50% de los casos de meduloblastoma [72]. Sin embargo, el
locus gendmico que codifica a miR-21 no se encuentra amplificado en la mayoria
de los canceres, incluyendo aquellos que expresan niveles muy altos de miR-21,
tales como glioblastoma y leucemia linfocitica cronica [73, 74]. Del mismo modo,
no hay evidencia actual de asociacion entre la regién cromosomica 17q y GBM,
aunque la amplificacion de 17923 es frecuente y predictiva en neuroblastomas
[75], uno de los pocos tipos de cancer "atipicos" con bajos niveles de miR-21.

El gen de miR-21 se encuentra en el sitio frAgil FRA17B dentro de la region
cromosdmica 179g23.2, que es uno de los loci de integracion de HPV16 [76]. Se
sabe que la integracién de HPV en el genoma de la célula huésped puede causar
alteraciones genéticas y epigenéticas. La infeccion con VPH 16 o 18 es un factor
de riesgo importante para desarrollar cancer cervical, y los sitios fragiles comunes
son objetivos preferentes para integraciones HPV16 en los tumores de cuello
uterino [77]. La sobre expresion de miR-21 en el carcinoma de cuello uterino,

puede estar asociada con la integracion HPV16 o 18, sin embargo miR-21 también
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se ha encontrado sobre expresado en lineas celulares de céancer cervical

negativas a la infeccion por HPV (C-33) [78].

En conjunto, no existe una correlacion clara entre la amplificaciéon del locus
gendmico de miR-21 y su elevada expresion en el cancer, lo que sugiere que la
desregulacion de la expresidon de este microRNA se produce, ya sea en la

transcripcion, el nivel post-transcripcional o ambos.

Regulacion génica de miR-21

La primera descripcion de una region reguladora de miR-21 fue reportada por Cai
et al. Este promotor, fue mapeado de -3403 a -2395 Kb rio arriba del pre-miR-21,
fue constitutivamente activo en 293 estudios de genes reporteros en células de
rifidn embrionarias. El andlisis de la secuencia reveld la presencia de un elemento
de control de la transcripcién denominado caja "CCAAT", pero no se identificé una
caja "TATA" en la ubicacién esperada ~ 25 pb del sitio de inicio de la transcripcion
[79].

Loffler et al analizaron una regién promotora muy similar que se extiende -3,565 a
-2,415 rio arriba del pre-miR-21 [80].En este estudio se confirmd la actividad del
promotor de miR21 por ensayos de genes reporteros y se identific6 que IL-6
incrementa su actividad mediante STAT3. En un reciente estudio mas completo
Fujita et al utilizaron un algoritmo informatico para identificar un promotor
independiente y conservado en el intron 10 del TMEM49. Este promotor se
denomind especificamente como miPPR-21. Este enfoque de la bioinformética se
restringié a 100 Kb rio arriba del microRNA y se encontré que la secuencia esta
altamente conservada entre los vertebrados, asi como la presencia de los
elementos basicos del promotor para la RNA Pol Il (cajas TATA, CCAAT y GC).
Fujita et al aplicaron matrices de TRANSFAC para analizar miPPR-21 y se
asignan varios elementos potenciadores conservados incluyendo sitios de unién
para la proteina de activacion 1 (AP-1), Ets/PU.1, C/EBP, NFI, SRF, p53 y STAT3
[69].
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El promotor miPPR-21 (-3,770 a -3337 en relacion al pre-miR-21), muestra una
minima superposicion con el promotor reportado por Cai y reside dentro del intron
10 de TMEMA49 [79]. En una serie de experimentos utilizando plasmidos de genes
reporteros con mMiPPR-21 completo y varias formas truncadas, Fujita et al
confirmaron la regiébn como un promotor y demostraron la actividad de los tres
elementos de la AP-1 y dos Ets/PU.1 después del tratamiento con PMA. En un
estudio realizado por Ozsolak et al, utilizaron mapeo de nucleosoma combinado
con las firmas de la cromatina para descifrar la posicion de los promotores de
varios microRNAs. Ellos identificaron y analizaron la actividad transcripcional de 4
regiones rio arriba del pre-miR-21. Dos de ellas eran muy similares a los
promotores descritos por Cai y Fujita. Al comparar estos promotores, se observo
una induccién superior con la region promotora identificada por Fujita (miPPR-21)
en comparacion con Cai. Curiosamente, Ozsolak reporté que el promotor descrito
por Cai fue activo en células HelLa, aunque el mismo promotor no fue capaz de
inducir la transcripcion en una linea celular de melanoma. Por lo tanto, estas
evidencias sugieren que puede haber especificidad de linaje de células para la

regulacion transcripcional del promotor de miR21 [81].

Los primeros estudios sobre la regulacion de miR-21 revelaron que las parejas IL-
6/STAT3 y forboll2-miristato13-acetato (PMA)/AP-1, son inductores eficaces de la
expresion de miR-21. Los informes adicionales han identificado reguladores
alternativos para este microRNA, por ejemplo a través de la induccion de Ras,
ERK1/2, EGFR y el receptor de estrégeno. En contraposicion, también se ha
reportado que la expresion de miR-21 es suprimida por NFI, C/EBP, Gfil y el
receptor de estrogeno. Algunas de estas vias han sido bien caracterizadas a
través de estudios de ChiP y plasmidos con genes reporteros, mientras que otros

estudios han reportado niveles de expresion alterados de miR-21 [69].

La regulacién del promotor de miR-21 es controlada por AP-1, PU.1, el complejo
SWI/SNF y SEF1. BMP-6 reprime la expresion de miR-21 al inhibir la expresion y
la uniébn de AP-1 y 3EF1 en el promotor de miR-21. c-Jun y c-Fos son los
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principales reguladores del promotor de miR-21 entre los miembros de la familia

AP-1 después de la estimulacién con PMA [82].

Dentro de la secuencia consenso para el promotor de miR-21 se han identificado
varios elementos potenciadores conservados incluyendo sitios de union para el
factor de transcripcion AP-1 (Figura 8). El factor de transcripcion AP-1 esta
formado por un dimero de proteinas pertenecientes a las familias Jun (c-Jun, v-
Jun, JunB y JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fral y Fra2) o ATF (ATF2 y ATF3) capaces
de unirse a una secuencia consenso de DNA denominada TRE (TPA response
element, TGACTCA). La transformacion oncogénica se asocia frecuentemente con
el aumento de la actividad endégena de AP-1 a través de varias vias de
transduccion de sefial, y la sobre activacion de AP-1 contribuye fuertemente al

potencial oncogénico [83].

1 nGnnnTnTGG GnnAGnnnnn GnAGCTCnGn nnnnAnAAnn TnATCAnnnA TCnnTATnnn B TATA box GC box
61 nnnnAnnTnn GAACAAGNTG nTnAnTAAnG TAnTGnAGTT TnTGTGCAAn nnnTCnnCCA
121 TAAANCATGA AAnGATTnnn nnCAnnGTTC ATAGTTCnnT CTTTGTTCCT TTGEUAATGA M AP-1 Ets/PU.1
181 finnnnnnCTG ACnnnTGGGA GGnGCCTnCANAARNIIGETANATGEARICTT TnTGGATAAG B C/EBP B NFI
241 |GATGACGCACNAGAT TG ICCTNNTANCEACTRIAGHTTGAGAIIARRGACEGn CnCCTNTGAG
301 nAGAnnGEGHEGARGIGE nn nnAGGGCGNG CAGTTTCTTT TTTAACTAGG GATGACACAA B SRF B 053
361 GCARAAGTCA"TTTCCTTATT AATTGGTTCATAACCAGTTCT TACAGGAACT nGTGGTENTN

421 EEIGETGGGAC TTCTGAGAAG TCATTCATTT nATTCTTTGn GCCnnAnCAG AGnA STAT3
L——pri-miR-21

Figura 8. La secuencia de consenso de la region promotora putativa de miR-21. Las
Bases conservadas a través de los vertebrados se muestran en mayusculas y las bases
no conservadas o supresiones se indican con 'n'. La flecha indica el sitio de inicio de la
transcripcion de pri-miR-21. Las regiones conservadas de diversos factores de
transcripcion se indican con diferentes colores [69].
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EL FACTOR TRANSCRIPCIONAL AP-1

El factor de transcripcion AP-1 (Activator protein 1) es un complejo dimérico que
comprende miembros de las familias de proteinas JUN, FOS, ATF (Activating
Transcription Factor) y MAF (Musculoaponeurotic fibrosarcoma). ElI complejo
puede por ello formarse a partir de diferentes combinaciones de heterodimeros y
homodimeros, y es dicha combinacion la que determina el conjunto de genes

regulados por AP-1 [84].

Las proteinas AP-1 se conocen como proteinas basicas de cremalleras de leucina
(bzZip) porque dimerizan a través de un motivo de cremalleras de leucina y
contienen un dominio basico para la interaccion con el esqueleto del ADN. La
estructura canodnica del dimero consiste en dos hélices a paralelas que forman una
espiral dentro de otra espiral. La caracteristica tipica de esta estructura es la
repeticion periddica de una leucina cada siete residuos en cada una de las hélices
a. En el dimero las leucinas de ambas proteinas se alinean e interaccionan
mediante puentes hidrofébicos y los puentes salinos son los que estabilizan la

interaccion [85].

Las proteinas AP-1 mas importantes en mamiferos son c-Jun y c-Fos. Estas
proteinas, fueron en un principio identificadas como oncoproteinas virales v-Jun y
v-Fos en el virus del sarcoma aviar 17 y en el virus del osteosarcoma Finkel-
Biskis-Jinkis, respectivamente [86]. C-Jun presenta un homdlogo en levaduras, la
proteina Gcn4, que puede también formar dimeros para regular la expresion
génica en este caso de enzimas implicadas en la sintesis de aminoacidos. La
secuencia a la que se une AP-1 es TGA(C/G)TCA, muy similar a la de GCN4,
ATGA(C/G)TCAT. Gcn4d y AP-1 reconocen el mismo elemento de respuesta en el
ADN, el elemento TRE (TPA Response Element) llamado asi porque su expresion
es fuertemente inducida por el promotor de tumores 12-Otetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA). Este elemento se identificé por primera vez en el promotor del gen
de la metalotioneina | y en el virus de mono 40 (SV40) [87]. Pero ademas de los
promotores de tumores, la unién del complejo AP-1 a la secuencia TRE del ADN

también es inducida por factores de crecimiento, citoquinas y oncoproteinas, los
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cuales estan relacionados con procesos de proliferacion, supervivencia,

diferenciacion y transformacion celular [87].

Con respecto a c-Fos, aunque ya en 1984 se habia descrito que la expresion de c-
fos era inducida de manera rapida y transitoria por factores de crecimiento, no fue
incluida en la familia hasta 1988 cuando se demostré que la proteina c-Fos se
unia a secuencias reguladoras que coincidian con las del factor AP-1, y
posteriormente que c-Fos y otras proteinas relacionadas se unian formando
dimeros con Jun, JunB y JunD. Asi, se pudo comprobar la existencia de dos
familias de genes: la familia jun, formada por c-jun, junB y junD; y la familia fos,
que incluye a c-fos, fosB, fra-1 y fra-2. El factor AP-1 esta compuesto por
homodimeros formados por dos moléculas de la familia Jun o heterodimeros
formados por una proteina de la familia Fos y otra de la familia de Jun. No se

forman dimeros entre proteinas de la familia Fos [88].

Ademas de unirse a las secuencias ya mencionadas, existe un heterodimero entre
c-Jun y otro factor de transcripcion llamado ATF2 que es capaz de unirse a otra
secuencia muy similar, TGACGTCA, anéaloga al elemento de respuesta que media
la induccién de genes por el AMP ciclico denominado CRE (Cyclic AMP Response
Element). Esto relaciona a c-Jun con la accién de multiples hormonas que actian

elevando los niveles de este segundo mensajero en las células [89].

Dentro del conjunto de genes regulados por AP-1 destacan, los de proteinas
fundamentales para el crecimiento celular como oncogenes (los mismos genes c-
jun y c-fos), genes supresores de tumores, genes de proteasas implicadas en
invasividad, en la respuesta inflamatoria (colagenasa I, estromelisinas), genes de
factores angiogénicos (VEGF), citoquinas y otros factores reguladores del sistema
inmune, lo que hace que AP-1 sea un factor clave en la aparicion y/o progresion
de canceres [87]. De aqui la importancia de estudios sobre la regulacion de miR-
21 a través del factor de transcripcion AP-1, los cuales pueden ayudar al
entendimiento de los mecanismos mediante los cuales miR-21 se encuentra sobre

expresado, en células cervicales tumorales humanas transformadas por HPV.
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HIPOTESIS

La expresion de mir-21 es regulada por los elementos de
respuesta AP-1 presentes en el promotor de miR-21 en células
cervicales tumorales humanas transformadas con HPV.

Justificacion

La expresion aberrante de los microRNAs en células de distintos tipos de cancer
sugiere su participacion en la pérdida de control del ciclo celular. En las células de
cancer cervical se ha determinado la expresion alterada de muchos microRNAs en
comparacién con el tejido del cuello uterino normal, donde se encontr6 a miR-21
como el microRNA méas abundantemente expresado. Por lo tanto, el estudio de los
mecanismos moleculares que regulan la expresion de miR-21 en células de
cancer cervical, pueden ayudar a tener un mejor conocimiento de como los
microRNAs influyen en el proceso de carcinogénesis cervical, y de como el
proceso neoplasico puede afectar la expresion de los microRNAs. ElI microRNA
humano miR-21 est4 involucrado en la via de regulacién global conocida como
RNA de interferencia. Estudios funcionales han demostrado que miR-21 puede
funcionar como un oncomiR y, en consecuencia, los perfiles de sobre expresion de
miR-21 se han observado en cancer cervicouerino y otros tipos de cancer. Sin
embargo, las vias de regulacion transcripcional ascendentes que controlan la
expresion de este microRNA mediadas por factores de transcripcion estan en
estudio en la actualidad. Dentro de la secuencia consenso para el promotor de
miR-21 se han identificado varios elementos potenciadores conservados
incluyendo sitios de unién para el factor de transcripcion AP-1. Aumentos en la
actividad de dicho factor de transcripcion se ha visto asociado a la transformacién
oncogénica. Por lo tanto, estudios sobre la regulacion de miR-21 a través del
factor de transcripcion AP-1, ayudaran al entendimiento de los mecanismos
mediante los cuales miR-21 se encuentra sobre expresado, en células cervicales

tumorales humanas transformadas por HPV.
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Objetivos

General:

Analizar el efecto regulatorio de las secuencias AP-1 sobre la activacion del
promotor de miR-21 en células cervicales tumorales humanas transformadas con
HPV.

» Objetivos especificos

1. Generar plasmidos reporteros con diferentes fragmentos del promotor de
miR-21 que contengan 1, 2 y 3 secuencias AP-1.

2. Analizar la funcionalidad de los plasmidos reporteros generados en las
lineas celulares HeLa (HPV18+), C-33 A (HPV-) y HaCat (queratinocitos
humanos normales).

3. Correlacionar la actividad del gen reportero de luciferasa de cada plasmido
con la funcionalidad de los diferentes sitios AP-1 del promotor de miR-21.
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Material y métodos

A). GENERACION DE PLASMIDOS REPORTEROS

Células y condiciones de cultivo. Se utilizaron células cervicales tumorales
humanas transformadas con HPV18 (células HelLa), no transformadas por HPV
(células C33 A) y queratinocitos normales (HaCat). Las cuales fueron adquiridas
del ATCC (ATCC American Type Culture Cells). Las células se cultivaron en
medio DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal, antibiético-
antimicotico, en una atmésfera de 5% de CO2, a 37°C, a una densidad celular de
2.5 a5 x 10° células. Los ensayos de transfeccién se realizaron con los diferentes

plasmidos por lipofeccion.

Extraccion de DNA de células cancerosas

Se crecieron células HelLa en botellas T25 hasta obtener una confluencia del
100%, se despegaron las células con tripsina (60 ul de tripsina/l ml de PBS 1x),
se centrifugaron en un tubo eppendorff a 2500-3000 rpm/5 min. Se desechd el
sobrenadante, se adicioné 1 ml de reactivo TriPure, se homogeniz6 en vortex por
15 segundos, se incubd por 5 min a 4°C, se agregaron 200 ul de cloroformo, se
mezclaron los tubos por inversién (10-15 veces), se incubaron por 5 min a 4°C, se
centrifug6 a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, y se transfirio la fase acuosa intermedia
lechosa blanca a un nuevo tubo, posteriormente se agregaron 500 ul de alcohol al
100%, se incubd a -20°C durante 2 horas, se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min a
4°C y se desechod el sobrenadante, se agregd 1 ml de Citrato de Sodio en Etanol
al 10%, se incubd en agitacion a temperatura ambiente por 30 min, se centrifugé a
2000 rpm por 5 min a 4°C y se deseché el sobrenadante, se resuspendié en 1 ml
de Etanol al 75% en H2O/DEPC, y se mezclé en vértex por 15 segundos, se
centrifugd a 2000 rpm por 5 min a 4°C y se desecho el sobrenadante, se seco el
DNA con aire seco por 10 min, y se resuspendio en 100 pl de H20, se incubo
entre 55 y 60°C por 10 min, se cuantific6 la concentracion de DNA por

espectrofotometria y se almacené a -20°C.
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Analisis bioinformético del promotor de miR-21

Se realizé un analisis bioinformético del promotor de miR-21 mediante las bases

de datos ncbi (www.ncbi.nim.nih.gov) [90] y miRBase (www.mirbase.org) [91]

para identificar y confirmar los diferentes elementos de respuesta al factor de
transcripcion AP-1 contenidos en la region promotora de miR-21. Primero se
realizé la busqueda de la localizacion gendmica de miR-21 mediante la base de
Datos miRBase, donde se encontrd6 que el gen del microRNA-21 (numero de
acceso MIO000077) se localiza en la cadena positiva del cromosoma 17g23.2
(55273409 a 55273480) dentro del gen que codifica la proteina TMEM49 (también
llamada proteina de membrana vacuolar). A pesar de estar situado en regiones
intronicas de un gen que codifica en la direccion de la transcripcion, se encontro
que tiene sus propias regiones promotoras y forma un transcrito primario de ~
3433-nt de largo (conocido como PRI-miR-21) que se transcribe de forma
independiente. El precursor tallo-bucle de miR-21 (pre-miR-21) reside entre los
nucleotidos 2445 y 2516 del TSS de pri-miR-21. Posteriormente se realiz6 la
blusqueda de sitios AP-1 reportados en el promotor de miR-21 mediante la base de
datos del NCBI, donde se encontraron tres sitios AP-1 localizados en las
siguientes posiciones respecto al TSS de pri-miR-21, el mas alejado de -270 a -

262 nt, el siguiente de -202 a -192 nt y el mas cercano de -95 a -72 nt.

Obtencién de laregion promotora de miR-21

La region reguladora del gen humano miR-21 fue obtenida mediante amplificaciéon
por PCR a partir de DNA gendmico de células HeLa extraido como previamente se
describid. El fragmento de DNA de 474 pb amplificado, contiene 337 pb antes y
119 pb después del TSS del pri-miR-21, ademas de una secuencia de 9 nt en el
extremo 3"que corresponde a la secuencia de reconocimiento para la enzima de
restriccion Kpn | y otra secuencia de 9 nt en el extremo 5°que corresponde a la
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion Hind Ill. Para la
amplificacion de este fragmento del promotor de miR-21 se utilizaron los
siguientes oligonucledtidos: Forward 5-CGG GGTA CCC TGT GCAAAC TGTCTA
CC-3" y Reverse 5'-GCC AAG CTT ACA TGT CTG GGA GAA ACC-3'.
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El siguiente fragmento del promotor de miR-21 de 392 pb, contiene 237 pb antes y
137 pb después del TSS del pri-miR-21, ademéas de una secuencia de 9 nt en el
extremo 3’que corresponde a la secuencia de reconocimiento para la enzima de
restriccion Kpn | y otra secuencia de 9 nt en el extremo 5’que corresponde a la
secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion Hind Il (Figura 9). Para
la amplificacion de este fragmento del promotor de miR-21 se utilizaron los
siguientes oligonucleoétidos: Forward 5-CGG GGT ACC CTC CCA AGT TTG CTA
ATG C-3" y Reverse 5-GCC AAG CTT CAA AAT CTC TCC CAC CAA C-3..

El siguiente fragmento del promotor de miR-21 de 302 pb, contiene 147 pb antes y
137 pb después del TSS del pri-miR-21, ademas de una secuencia de 9 nt en el
extremo 3"que corresponde a la secuencia de reconocimiento para la enzima de
restriccion Kpn | y otra secuencia de 9 nt en el extremo 5°que corresponde a la
secuencia de reconocimiento para la enzima de restricciéon Hind Il (Figura 9). Para
la amplificacion de este fragmento del promotor de miR-21 se utilizaron los
siguientes oligonucleétidos: Forward 5-CGG GGT ACC GAG AAG AGG GGA
CAA GTC-3" y Reverse 5-GCC AAG CTT CAA AAT CTC TCC CAC CAA C-3". EI
tamafio e integridad de los fragmentos del promotor de miR-21 fue verificada

mediante un corrimiento electroforético en gel de agarosa.

Ensayo de PCR para obtencion del promotor de MIR21

Para la amplificacion de los 3 diferentes tamafios del promotor de miR-21 se utiliz6
el sistema kapa2g ready mix. Cada 25 pl de reaccion contuvo: 5 ul de 2x Kappa
Robust ready mix que contiene la Taq Pol, los dNTPs, el buffer de la enzima y el
MgCI2; 1 pl de cebador 5° (Concentracion 20pmol/ pul), 1 ul de cebador 3’
(Concentracién 20pmol/ pl), 1 ul de DMSO (100%), 1 ul de DNA HelLa y 16 pul de
Agua. Para el programa del termociclador se utilizaron los siguientes tiempos y
temperaturas: 10 min a 95°C para una desnaturalizacion inicial del DNA, 1 min a
95°C para desnaturalizacion del DNA (35 ciclos), 1 min a 55°C para el
alineamiento de los cebadores (35 ciclos), 1 min a 72°C temperatura optima de

funcionamiento de la Taqg polimerasa (35 ciclos).
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AP1 AP1 AP1

-337 =270 -202 -95 1 137

pG3AP-1MIR21 %

-337 119
237 137
147 137

Figura 9. Fragmentos del promotor de miR-21. Se amplificaron 3 regiones del promotor
de miR-21, para la construccién de tres plasmidos reporteros (pG3AP-1MIR21, pG2AP-
1MIR21 y pG1AP-1MIR21). En pG3AP-1MIR21 se incluyé el fragmento del promotor que
contiene los tres sitios AP-1. En pG2AP-1MIR21 se deletd parcialmente el extremo 5’ y se
respetaron los dos sitios AP-1 mas cercanos al sitio de inicio de la transcripcién. En
pG1lAP-1MIR21 deleté nuevamente el extremo 5 y se respetd solo el sitio AP-1 mas
cercano al sitio de inicio de la transcripcion.

Digestion enzimatica de pGL2 y de los insertos

Para la digestiébn enzimatica tanto del vector pGL2 Basic, como del inserto (3
productos de PCR que contienen 1,2 y 3 sitios AP1 del promotor de miR21) se
utilizaron las enzimas de restriccion Kpn | y Hind Ill, con la siguiente mezcla de
reaccion: 2 pl de Fast Digest Buffer, 1 ug de DNA (Vector o inserto), 1 ul de
enzima Kpn |, 1 pl de enzima Hind lll, agua suficiente para llevar la reaccion a 20
ul para la digestion del vector y 30 ul para la digestion de los insertos. Se incub6 a
37°C durante 15 min y posteriormente se inactivaron las enzimas a 85°C durante 5

min.
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Reaccion de ligacion del inserto con el vector

Para la reaccidon de ligacion se utilizdé la DNA T4 ligasa y 3 relaciones diferentes
entre el vector y el inserto (1:1, 1:3 y 1:5 en relacién a la concentracién picoMolar
del vector vs inserto) con la siguiente mezcla de reaccion: 2 pl de buffer, 0.2 pmol
de vector (previamente digerido con Kpn |y Hind 1ll), de acuerdo a la relacion 1:1,
1:3 y 1:5 se utilizaron 0.2, 0.6 y 1 pmol de inserto (previamente digerido con Kpn |
y Hind IIl) respectivamente, 1 ul de DNA T4 ligasa y agua suficiente para llevar la
reaccion a 20 pl. Se incub6 a 22°C durante una hora y se inactivo la ligasa por
incubacion a 60°C durante10 min.

Transformacion de células competentes

Se agregaron 40 pl de H20 MQ (estéril) mas cada mezcla de ligacion en un tubo
etiquetado, se agregaron 200 pl de bacterias DH5-a competentes, se incub6 30
min a 4°C, se aplicé un choque térmico de 42°C por 90 segundos, rapidamente se
incubo 5 min a 4°C, se agreg6 1 ml de medio LB sin antibidtico, se incubo 1 hora a
37°C, se centrifugd 5 min a 2000 rpm, se extrajeron 800 ul del sobrenadante y se
homogenizaron las bacterias en los 200 pul restantes, se transfirieron los 200 ul de
bacterias a una placa (etiquetada) con medio LB + Ampicilina [100 pg/ul], se estrié
la solucion hasta que se homogeniz6 en la placa y se incubé a 37°C por 24 h.
Posteriormente se comproboé la presencia de los diferentes insertos mediante una
reaccion de PCR de colonias, posterior a esta prueba se realizd la extraccion de
plasmido por miniprep de las bacterias transformadas y se mandaron a secuenciar

los diferentes plasmidos generados.
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B). TRANSFECCION DE CELULAS TUMORALES HUMANAS
TRANSFORMADAS CON HPV CON LOS PLASMIDOS pG1AP-1MIR21, pG2AP-
IMIR21 y pG3AP-1MIR21

Transfeccion de células tumorales por lipofeccion

Se dejaron crecer entre 150 000 y 200 000 células (HeLa, C-33 o HaCat) en
placas de 6 pozos con 2 ml de medio DMEM completo por 2 dias hasta tener entre
70-75 % de confluencia, se removio el medio, se lavé cada pozo con 1mL de PBS
y se agregaron 2 ml de medio DMEM completo a los pozos. En un tubo Eppendorf
se colocaron 10 pl de reactivo para lipofeccion FuGene® con 250 pl de medio
DMEM completo y se incub6 por 5 min. En otros tubos Eppendorf se
colocaron 0, 3 y 5 ul de plasmido extraido y purificado por el kit de fermentas
(midiprep). Transcurrido el tiempo de incubacion con el FuGene® con el medio,
se mezclé el contenido de los tubos y se incubaron a temperatura ambiente por 30

min, se tomo el contenido de los tubos, y se incubd por 72 horas.

C). ANALISIS DE EXPRESION DE LA LUCIFERASA

Ensayo de la luciferasa

Transcurridas las 72 horas de la transfeccion, se removio el medio de cultivo de
las células y se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS 1X, se despegaron las células
con un raspador de células, se cuantificaron las células en una camara de
Neubauer, se sembraron 100 000 células en los pozos de la placa para
lumindmetro, se incubd 4 horas a 37° C. Transcurridas las 4 horas se removio el
medio y se agregd el reactivo de luminiscencia, con el que se incubaron las
células por 10 min y finalmente se analiz6 la actividad del gen reportero de
luciferasa en el equipo GloMax 20/20 Luminometry System. La actividad de
luciferasa fue normalizada con el kit del ensayo de gen reportero para luciferasa
Dual-Glo(TM) Luciferase Assay System (Promega). La luminiscencia se normaliz

por la medicién del vector vacio.
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Resultados

GENERACION DE PLASMIDOS REPORTEROS

Obtencion de laregion promotora del gen humano de miR-21

Con la intencibn de analizar si los elementos de respuesta al factor de
transcripcion AP-1 encontrados en el gen de miR-21 son funcionales, y si la
activacion de estos elementos de respuesta se ve afectada por la infeccion del
HPV en las células tumorales cervicales; se realizdé la obtencion de la region
promotora del gen humano de miR-21. La secuencia del promotor de miR-21 fue
previamente reportada por Fujita et al [69] y se encuentra disponible en la base de
datos del GenBankTM/EMBL con numero de acceso: NR_029493. A partir de la
secuencia del promotor de miR-21, se realizé el disefio de tres pares de
oligonucledtidos: El primero para amplificar la region del promotor que contiene 3
sitios AP-1 (sentido de -337 a -320 y antisentido de +102 a +119 respecto al TSS
de pri-miR-21), un fragmento de DNA de 474 pb; el segundo para amplificar la
region del promotor que contiene 2 sitios AP-1 (sentido de -237 a -220 y
antisentido de +119 a +137 respecto al TSS de pri-miR-21), un fragmento de DNA
de 392 pb; y el tercero para amplificar la region del promotor que contiene 1 sitio
AP-1 (sentido de -147 a -130 y antisentido de +119 a +137 respecto al TSS de pri-
miR-21), un fragmento de DNA de 302 pb. Con estos oligonucledtidos se
estandarizaron las condiciones de amplificacion por PCR y se obtuvieron tres
productos de DNA de 474 pb, 392 pb y 302 pb (Figura 10).
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MPM  Control- 3AP-1 2AP-1 1AP-1

500pb 474 pb
400pb 392 pb
300pb 302 pb
200pb
100pb

Figura 10. Amplicones obtenidos por PCR para la generacion de plasmidos reporteros con 1, 2y 3
elementos de respuesta en el promotor de miR-21, (Carril 1: Marcador de peso molecular de
500pb, carril 2: Control negativo, carril 3: amplicon que contiene 3 secuencias AP-1, carril 4:
amplicdn que contiene 2 secuencias AP-1, carril 5: amplicén que contiene 1 secuencia AP-1)
Electroforesis en gel de agarosa 1%, buffer TAE 1x.

Clonacién de los productos de PCR en el plasmido pGL2 Basic

Con el objetivo de obtener los tres diferentes plasmidos reporteros para evaluar la
funcionalidad de los diferentes sitios AP-1 del promotor de miR-21, los productos
del PCR de 474 pb, 392 pb y 302 pb se clonaron en la regién 5°del gen de
luciferasa del plasmido pGL2 Basic. Dicho vector pGL2-basic es un vector
reportero de actividad transcripcional, al poseer el gen de la luciferasa de
luciérnaga (carente de promotor), inmediatamente después del sitio de clonaje.
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23,130 pb

9,416 pb
6,557 pb

4,361 pb

Primero el vector pGL2 Basic fue linearizado con la enzima Kpn | y Hind lll, el

resultado obtenido muestra la integridad del vector verificada por electroforesis
(Figura 11).

pGL2-Basic
Vector

(5598bp)

5,598 pb

O — :
5,598 pb 5,563 pb

5,598 pb

Figura 11. Analisis de la digestion enzimatica del vector pGL2 Basic con enzimas de restriccion
Kpn I y Hind Ill. A) Vector no digerido (carril 2), vector digerido con Kpn | (carril 3), vector digerido
con Hin Il (carril 4), doble digestién del vector Kpn I-Hind Ill (carril 5). B) Representacion
esquematica del vector, sitio de clonacién con secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccion. C) Representacion esquematica de productos (pb) obtenidos tras la digestion
enzimatica.

Una vez linearizado el vector y el inserto se realizaron las reacciones de ligacion
cuyos productos obtenidos que corresponden a la generaciéon de los plasmidos
(pPG1AP-1MIR21, pG2AP-1MIR21 y pG3AP-1MIR21), fueron utilizados para
transformar bacterias E. Coli de la cepa DH5-a calcio competente. Se
seleccionaron las clonas positivas con la finalidad de aislarlas en nuevos cultivos y
purificar el producto de ligaciéon (pG1lAP-1MIR21, pG2AP-1MIR21 y pG3AP-
1MIR21) (Figura 12). El resultado obtenido mostré6 el crecimiento de clonas
positivas transformadas con los plasmidos pG1lAP-1MIR21, pG2AP-1MIR21 y
pG3AP-1MIR21 (panel B), identificadas por el marcador de seleccién (gen de
resistencia a la ampicilina). Por lo tanto las bacterias adquirieron la capacidad de
crecer sobre medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina en comparacion con
bacterias no transformadas (panel A).
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Figura 12. Clonas bacterianas
positivas transformadas con las
diferentes construcciones. A) Control
negativo B) Colonias de bacterias E.
Coli DH5-a transformadas con los
plasmidos: pG1lAP-1MIR21, pG2AP-
1MIR21 y pG3AP-1MIR21

Con la finalidad de verificar la integridad y clonacién exitosa de los plasmidos
generados (pPG1AP-1MIR21, pG2AP-1MIR21 y pG3AP-1MIR21), a partir de clonas

positivas, se realizaron reacciones de PCR con los mismos oligonucleotidos

utilizados para amplificar los fragmentos del promotor de miR-21 (Figura 13). Esta

prueba resulté positiva para algunas colonias de las bacterias transformadas con

las construcciones previamente realizadas. Por lo tanto, estos resultados sugieren
gue los plasmidos generados (pG3AP-1MIR21, pG2AP-1MIR21 y pG1AP-1MIR21)

contienen el templado de DNA que corresponde a los diferentes fragmentos del

promotor de miR-21 con 3, 2 y 1 secuencias AP-1 (Figura 14).

(=3
=

VC+ C Coloniss MWGC+ C-

500pb
474 pb

2 3 4 56617 8910

Coloniss

1 2 345 6 738 9 1

382 pb

MW C+ C- Coloniss

500pb

Figura 13. PCR realizado a las colonias transformadas con los tres plasmidos generados. A)
Bacterias transformadas con pG3AP-1MIR21 B) Bacterias transformadas con pG2AP-1MIR21 C)

Bacterias transformadas con pG1AP-1MIR21.
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Figura 14. Representacion esquematica de los plasmidos generados. A) pG3AP-1MIR21 B)
pG2AP-1IMIR21 C) pG1AP-1MIR21.

ENSAYOS DE TRANSFECCION

Con el objetivo de estandarizar las condiciones de transfeccion para obtener la
cantidad de proteina suficiente para los posteriores ensayos de luminiscencia, se
realiz6 una curva de concentracion del plasmido y la optimizacion del tiempo de
incubacion posterior a la transfeccién, con las siguientes concentraciones de
plasmido; 0, 3, 5 pug del plasmido pGL2 Basic y pGL2 Control en células HelLa a
una confluencia de 70-75%, en un tiempo de incubacién post-transfeccion de 24,
48 y 72 h. Los resultados muestran que no existe toxicidad evidente en las células
HelLa a las 24, 48 o 72 h posteriores a la transfecciéon con 5 ug del plasmido pGL2
Basic y pGL2 Control (Figura 15).

Una vez revisada la inocuidad de la transfeccién, se realizaron ensayos de
luminiscencia para las siguientes condiciones de transfeccién: 0, 3, 5 ug del
plasmido pGL2 Basic y pGL2 Control en células HeLa a una confluencia de 70-
75% en un tiempo de incubacién de 48 y 72 h. El efecto mas evidente se observd
a las 72 horas posteriores a la transfeccion con 5 pg del plasmido pGL2 Control, al
comparar su actividad de luciferasa con la de las células HelLa sin transfectar
(control) o con las células ensayadas 48 h posteriores a la transfeccién (Figura
15).
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De acuerdo a estos resultados concluimos que el tiempo y cantidad de plasmido
apropiados para alcanzar la produccion de luciferasa que nos permita observar
diferencias entre la actividad de las construcciones con diferentes fragmentos del
promotor de miR-21, fueron realizar la transfeccién con 5 pg de plasmido, durante
72 h de incubacién, por lo que se decidio utilizar estas condiciones de transfeccién

para los posteriores ensayos de funcionalidad.

Tiempo de
Incubacion

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas

Control

pGL2 Basic

pGL2 Control

Figura 15. Micrografia de Células HelLa transfectadas con el vector pGL2 Basic y pGL2
Control. Se observa el aumento en la cantidad de células conforme aumenta el tiempo posterior a
la transfeccion, también se puede observar la ausencia de citotoxicidad a los diferentes tiempos
posteriores a la transfeccién. Las células se encuentran delimitadas por la membrana celular, la
cual se observa bien definida con bordes regulares, en algunas células también se observa la
presencia de un nucleo redondeado y definido.
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Actividad de Luciferasa
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Figura 16. Ensayos de actividad de luciferasa con 0, 3, 5 ug del plasmido pGL2 Basic y
pGL2 Control en células HeLa a 24y 72 h. El efecto méas evidente se observo a las 72 horas
posteriores a la transfeccion con 5 pg del plasmido pGL2 Control.

ANALISIS DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS TRES SITIOS AP-1 DEL
PROMOTOR DE miR-21 EN LAS LINEAS CELULARES HelLa, C-33 Y HaCaT

Para determinar la funcionalidad de los tres diferentes sitios AP-1 encontrados en
el promotor de miR-21, se evalud la actividad de luciferasa en las lineas celulares
HeLa (HPV 18+), C-33 (HPV -) y HaCat (Queratinocitos). Estas lineas celulares
también nos permitieron determinar si la activacion de alguno de estos tres sitios

se ve afectada por la infeccién del HPV o por el proceso neopléasico.

Las diferentes lineas celulares se transfectaron con los tres diferentes plasmidos
generados con los diferentes fragmentos del promotor de miR-21 que contienen 1,
2 y 3 sitios AP-1 (pG1lAP-1MIR21, pG2AP-IMIR21 y pG3AP-1MIR21
respectivamente), posteriormente se incubaron y se evaluo la actividad de

luciferasa para cada condicion.
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Para las lineas celulares HeLa (HPV 18+) y C-33 (HPV-) se puede observar una
tendencia de disminucion en la actividad de la luciferasa, conforme se trunca la
longitud del promotor de miR-21 y se eliminan los 3 diferentes sitios AP-1 (Figura
17 y 18). Estos resultados sugieren que la actividad que se ve disminuida en el
promotor de miR-21 es debida a la ausencia de los sitios AP-1 que se eliminaron,
y por lo tanto que los tres sitios AP-1 descritos, son funcionales en las lineas
celulares HeLa (HPV 18+) y C-33 (HPV-), cabe mencionar que en estas lineas
celulares la actividad de miR-21 se encuentra sobre expresada. Para la linea
celular HaCat el resultado fue diferente, ya que no parece haber un cambio en la
actividad de la luciferasa conforme cambia la longitud del promotor de miR-21 vy la
cantidad de sitios AP-1 (Figura 19). Este resultado sugiere que en las condiciones
de un queratinocito “normal” estos tres sitios AP-1 del promotor de miR-21 se
encuentran inactivos, lo que concuerda con la actividad de miR-21 en esta linea

celular, ya que la expresion de miR-21 se encuentra reprimida en estas células.

| | | | | | | X
=% pG3AP-1MIR21 —
3k
—=——=— pG2AP-1MIR21 —
*
pG1AP-1MIR21 —
pGL2 Basic —
Sin tratamiento —
0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00% 40.00%
Unidades Relativas de Luciferasa

45.00%

Figura 17. Los tres sitios AP-1 del promotor de mir-21 son funcionales en la linea celular
HelLa. La actividad de la luciferasa en las células HelLa se ve disminuida conforme se recorta la
longitud del promotor de miR-21 y se eliminan los diferentes sitios AP-1. La actividad de luciferasa
fue normalizada respecto a la actividad del plasmido pGL2 Control. * Valor de P< 0.005
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Figura 18. Los tres sitios AP-1 del promotor de mir-21 son funcionales en la linea celular C-
33. La actividad de la luciferasa en las células C-33 se ve disminuida conforme se recorta la
longitud del promotor de miR-21 y se eliminan los diferentes sitios AP-1. La actividad de luciferasa
fue normalizada respecto a la actividad del plasmido pGL2 Control. * Valor de P< 0.005.
pG3AP-1MIR21 iﬂ
pG2AP-1MIR21 = —
pG1AP-1MIR21 |[E=—
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Figura 19. Los tres sitios AP-1 del promotor de mir-21 se encuentran inactivos en la linea
celular HaCat. La actividad de la luciferasa en las células HaCat no se ve afectada conforme se
recorta la longitud del promotor de miR-21 y se eliminan los diferentes sitios AP-1. La actividad de
luciferasa fue normalizada respecto a la actividad del plasmido pGL2 Control. * Valor de P< 0.005.




Para determinar si la activacion de los diferentes sitios AP-1 del promotor de miR-
21 se ve afectada por la infeccion viral o por el proceso tumoral se compar6 la
actividad de los sitios AP-1 en las lineas celulares HeLa (HPV 18+), C-33 (HPV-) y
HaCat (Queratinocitos). Al comparar las actividades de los diferentes sitios AP-1
del promotor de miR-21 en las lineas celulares HeLa (HPV 18+) y C-33 (HPV-) no
se observan cambios evidentes en la actividad de la luciferasa para ninguno de los
tres sitios. Sin embargo, cuando se compara la actividad de los diferentes sitios
AP-1 de la linea celular HaCat (Queratinocitos) con la linea celular HeLa o C-33
(Lineas celulares tumorales) se puede observar un aumento en la actividad de
estos sitios (Figura20). Estos resultados sugieren que la actividad de los tres sitios
AP-1 del promotor de miR-21 es independiente a la infeccion por el HPV (HPV 18
para este caso), sin embargo, la actividad de estos mismos sitios si se ve afectada

por el proceso tumoral de las células.

*®
—=—==—| pG2AP-1MIR21 —HH
%
= pG1lAP-1MIR21 F—i
—
pGL2 Basic H
HeLa s
mC-33 Sin tratamiento FH_‘
m HaCat

0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00% 40.00%
Unidades Relativas de Luciferasa

45.00%

Figura 20. La activacién los sitios AP-1 del promotor de miR-21 es independiente a la
infeccion por el HPV, pero no lo es del proceso tumoral. Al comparar las actividades de los
diferentes sitios AP-1 del promotor de miR-21 en las lineas celulares HeLa (HPV 18+) y C-33
(HPV-) no se observan cambios significativos en la actividad de la luciferasa para ninguno de los
tres sitios. Sin embargo, cuando se compara la actividad de los diferentes sitios AP-1 de la linea
celular HaCat (Queratinocitos) con la linea celular HeLa o C-33 (Lineas celulares tumorales) se
puede observar un aumento significativo en la actividad de estos sitios. * Valor de P< 0.005.
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DISCUSION

El cancer es una enfermedad compleja que se produce como resultado de una
acumulacion progresiva de aberraciones genéticas y cambios epigenéticos que
permiten a las células, escapar de los controles enddgenos y ambientales
normales [92]. EI cancer cervicouterino es una de las principales causas de
muerte relacionada con el cancer en todo el mundo, lo que representa la tercera
causa mas comun y de muerte por cancer. Sin embargo, todavia se sabe muy
poco acerca de los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de
carcinogénesis. Aun cuando la funcién de los microRNAs en el cancer ya ha sido
descrita, los mecanismos moleculares por los cuales los microRNAs son capaces
de modular el crecimiento y la proliferacion de células cervicales tumorales
humanas se desconocen. Los microRNAs han mostrado tener un papel importante
en la biologia del tumor, incluyendo la oncogénesis, la progresion, invasion,
metastasis y angiogénesis. De la misma forma los microRNAs, son ahora
reconocidos como actores clave del control postranscripcional de la expresion
génica y se ha demostrado que estos se expresan de forma aberrante o mutados
en el cancer, lo que sugiere que pueden funcionar como una nueva clase de
oncogenes o genes supresores de tumores, y las investigaciones en curso se han
de comenzar a implicar a microRNAs especificos para cada tipo y etapa del

cancer [78].

Se ha reportado que los genes microRNA son transcritos por la ARN polimerasa Il
para producir pri-miRNAs con una modificacién terminal de capucha de metil-
guanilato 5'-7° (m7G) vy una cola de poli (A) 3", como los genes que codifican
proteinas. También se ha reportado que este proceso es regulado por factores de
transcripcion conocidos. miR- 21 es uno de los primero microRNAs humanos cuya
estructura fue determinada [82] y estudios de expresion de genes en diferentes
muestras de tumores humanos reportaron que el miR-21 esta sobre expresado

especialmente en los tejidos cancer cervicouterino [59].
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Sin embargo, la regulacion transcripcional de miR-21 no es totalmente conocida y
tampoco esta clara en cuanto a la posicion de su sitio de inicio de la transcripcion
(TSS). Cai et al [79] reportaron un TSS a 2445 pb rio arriba del gen del pri-miR-21,
en el intron 11 del gen TMEM-49, que es constitutivamente activo, en la linea
celular 293 de rifidbn embrionario. Loffler et al [80] reportaron un TSS diferente 50
pb rio arriba del TSS reportado por Cai et al, que esta regulado por un enhancer
conservado capaz de unirse a motivos del transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) en células de melanoma. Un tercer TSS del pri-miR-21 se
reporté por Fujita, para lineas celulares de cancer cervicouterino (Hela) y
leucemia (HL-60) [69], el cual fue ubicado en el intron 10 del gen TMEM-49. Sin
embargo, en el estudio de Fujita et al no se detectaron los sitios de inicio de
transcripcion reportados anteriormente [69]. Por otra parte, el TSS reportado por
Fujita et al, se superpone minimamente, cerca de 60 bases con el TSS reportado
por Cai et al, y ambos son funcionan por separado, lo que sugiere que cada uno
es un promotor independiente [79, 69]. En la presente tesis utilizamos el TSS del
pri-miR-21 descrito por Fujita et al, ya que es el Unico TSS que se ha reportado
activo en las lineas celulares de cancer cervicouterino (HeLa), de la misma forma
nuestros datos sugieren que el promotor rio arriba de dicho TSS se encuentra
activo para las lineas celulares HeLa y C-33 A, lo que apoya los resultados

reportados por Fujita et al.

De la misma forma en otro estudio realizado por Mudduluru et al [93] en células de
cancer colorrectal, el TSS reportado por Cai et al no fue capaz de inducir actividad
promotora en contraposicion al TSS reportado por Fujita et al, lo que sugiere que
el TSS reportado por Cai et al, no es esencial para el promotor del pri-miR-21 en
células de cancer colorrectal. Estas observaciones apoyan la idea de que puede
haber linaje de células y/o el tipo de tumor especifico para el uso de cada TSS y la

regulacion transcripcional del pri-miR-21.
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En el estudio realizado por Fujita et al, un analisis del promotor de pri-miR-21
reveld que el factor de transcripcion AP-1, inducido por PMA, desencadena la
transcripcion de miR-21 y que c-Fos y c-Jun son los principales contribuyentes

entre los componentes de la induccion de AP-1 en células HL-60.

Esta activacion transcripcional esta asociada con el reclutamiento del complejo de
remodelacion de la cromatina SWI / SNF, que es conocido por ser reclutado de
manera eficiente por el dimero c-Fos/c-Jun a una cromatina relativamente inactiva.
Esto sugiere que una vez c-Fos/c-Jun se une al promotor, estos sitios
conservados mejoran la transcripcion de forma sinérgica, como se ha reportado
para otros por los promotores estimulados por AP-1 [84]. En nuestro estudio
obtuvimos un resultado similar al reportado por Fujita et al, para las lineas
celulares HelLa y C-33 donde los tres sitios AP-1 descritos se encuentran activos,
ya que incrementan la actividad del promotor de pri-miR-21 (Figuras 17 y 18). De
la misma forma para estas dos lineas celulares, encontramos que hay una
actividad sinérgica conforme se aumenta la cantidad de sitios AP-1 activos en el
promotor de pri-miR-21. Este resultado nos sugiere que las proteinas que se unen
a los sitios AP-1 del promotor de miR-21 pueden interactuar entre ellas para
aumentar la transcripcion, o bien, pueden interactuar con proteinas de otras
familias de factores de transcripcion que se encuentren en las cercanias de los
sitios AP-1. Este fendbmeno se ha observado para los dimeros formados por
Jun/Fos, los cuales pueden interactuar con factores de transcripcion de las

familias NFAT, Ets, Smad y bHLH, para aumentar la transcripcion [84].

Posteriormente, en el estudio de Mudduluru et al realizaron un analisis del
promotor pri-miR-21 donde reportaron que el factor de transcripcion AP-1 inducido
por acetato de forbol-miristato (PMA) se une al promotor pri-miR-21 y activa la
transcripcion del gen pri-miR-21. Ademas, reportaron un nuevo motivo de union al
factor de transcripcion AP-1 (-663/-659 pb en la secuencia rio arriba TSS de pri-
miR-21 reportado por Fujita et al), que también es importante para la actividad del

promotor estimulada por PMA en cancer colorrectal [93].
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Se ha demostrado que la regulacion transcripcional de pri-miR-21 es controlada
por AP-1, el complejo SWI/SNF y STAT3 [69]. También que un aumento en la
actividad enddgena de AP-1 puede ser inducida a través de diversos ejes de
sefalizacion, y estad asociado con la transformacion oncogénica [95]. De igual
forma se ha demostrado que el aumento de la expresion de miR-21 en varios tipos
de céncer se debe en parte a la regulacion de su transcripcion por un aumento de

la activacion de AP-1 [59, 94] como también nuestros resultados lo sugieren.

Una consecuencia de la induccion tanto de c-Fos como de c-Jun en respuesta a
sefales oncogénicas es que la actividad de AP-1 se encuentra sobre expresada
en un gran nuamero de tumores y lineas celulares transformadas. Los
experimentos que inhiben la actividad AP-1 en estos sistemas, sugieren un papel
critico de AP-1 en la transformacién oncogénica [95]. En nuestro estudio
encontramos que miR-21 es regulado por AP-1, lo que sugiere que pate del
potencial oncogénico de AP-1 puede deberse a la sobre expresion de miR-21

ocasionada por este factor de transcripcion.

En otra investigacion en células de cancer cervical, se muestra que suprimir
selectivamente la expresion del factor de transcripcion AP-1 se suprime la
transcripcion del HPV y la expresién de sus oncogenes, lo que culmind en la
pérdida de la viabilidad celular a través de la induccion de la apoptosis [96]. Esto
sugiere que la actividad del HPV es dependiente de AP-1. En la presente tesis
encontramos que esta dependencia no se lleva a cabo de manera inversa, ya que

la actividad de AP-1 no se vio afectada por la presencia de la infeccion por el HPV.

Otros estudios han demostrado la sobreexpresion, activacion constitutiva y la
afinidad de unién de AP-1 al ADN en células de cancer cervical, asi como la
expresion de sus miembros constituyentes, varia en funcién de la gravedad de las
lesiones de cuello uterino [97]. Por lo tanto el factor de transcripcion, AP-1 se
puede considerar como un blanco terapéutico potencial para el cancer de cuello

de Utero.
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CONCLUSIONES

Por el analisis y discusion de los resultados de la presente tesis, las conclusiones

a las que se pueden llegar son las siguientes:

1.

Los tres sitios AP-1 del promotor de miR-21 evaluados, son funcionales
para las lineas celulares HelLa y C-33 A donde probablemente contribuyen
a la sobre expresion de miR-21 observada en estos tipos de células.

Los tres sitios AP-1 del promotor de miR-21 tienen un efecto sinérgico
sobre la activacion del promotor de miR-21, en las lineas celulares HelLa y
C-33.

Los tres sitios AP-1 del promotor de miR-21 evaluados no son funcionales
en la linea celular HaCat, lo cual puede ser debido a la ausencia de un

proceso de transformacién celular.

La activacion de estos sitios AP-1 se ve afectada por el proceso de

transformacion celular.

la activacion de estos sitios AP-1 no se afecta por la infeccidn del virus del

papiloma humano (HPV 18).
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Consideraciones éticas y de bioseguridad

La presente investigacion fue dictaminada COMO exenta de revision por el Comité
de Etica en Investigacién del Instituto Nacional de Salud Publica, ya que se
realizd con lineas celulares provenientes de un banco comercial y no incluye

sujetos humanos.

El comité de bioseguridad del Instituto Nacional de Salud Publica dictamind a la
presente investigacion como aprobada, debido a que el proyecto establece todas
las medidas de uso y manejo de residuos peligrosos biologico infecciosos (RPBI) y
CRETI. Debido que se cuenta con la capacidad para poder mantener a las lineas
celulares, todos los procedimientos se realizaran bajo los protocolos ya
establecidos por el laboratorio. El manejo y disposicion de los materiales biologico-
infecciosos, corrosivos, reactivos, toxicos y solventes se manejaron y confinaron
de acuerdo a la Guia para el Manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos
(RPBI), basada en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.
Tanto el Investigador responsable del proyecto como los estudiantes participantes
tenian acreditacion del curso de manejo integral de los Residuos Peligrosos
Biologico Infecciosos que ofrece el CISEI-INSP. Ademas, todas las areas de
trabajo tenian las caracteristicas necesarias de requerimientos de bioseguridad
para trabajo de laboratorios de acuerdo a la Guia para el Manejo de Residuos
Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) del CISEI-INSP, basada en la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.
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