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.  RESUMEN.

Se ha demostrado que la sobre-expresién de Pgp-170, el producto génico de MDR1,
provoca la expulsion de los farmacos que ingresan a la célula, lo que reduce de manera
importante su eficacia terapéutica. Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA no
codificante, de 21-23 nuclettidos, que regulan la expresion génica a nivel
postransripcional. De esta forma, los miRNAs pueden disminuir los niveles de RNA
mensajero o bloquear su traduccién, después de su alineamiento en las regiones no
traducibles 3’ (UTR-3’) de los transcritos. Interesante, un analisis in silico de la region
UTR-3’ del mMRNA de MDRL, indica la presencia de un posible sitio de unién para miR-
223, lo que sugiere que este miRNA puede regular la expresion de Pgp-170. Hasta el
momento, no existen reportes que involucren a miR-223 en la regulacion de MDR1, en
algun tipo de cancer. En este proyecto, nuestro interés se centré en evaluar si existe una

regulacién directa de miR-223 sobre la region UTR-3’ de Pgp-170.

La expresion de miR-223 fue determinada por RT-PCR tiempo real, usando una sonda
TagMan disefiada en el grupo de trabajo y que especifica para este miRNA. Para evaluar
la funcionalidad de miR-223 sobre la region UTR-3’, la secuencia precursora de miR-223
fue clonada en el vector pLVX—shRNA2 y la secuencia UTR-3’ de mRNA de MDR1 en el
vector psiCHECK2. Posteriormente se evalu6 la actividad postranscripcional, mediante

ensayos de luciferasa, usando el kit comercial “Dual Luciferase Assay System”.

Se corroboré la funcionalidad del pladsmido que expresa el miR-223 utilizado para los
ensayos reporteros. En células AD-293, que no expresan de manera endégena miR-223,
por medio de RT-PCR en tiempo real, que al transfectar el plasmido pLVX-miR-223, existe
una expresion de este miRNA, incluso mayor al de las células U937 que si lo expresan.
Los ensayos de luciferasa sugieren fuertemente una regulacion directa de miR-223 sobre
el UTR-3 de Pgp-170, en donde existe una disminucién en la actividad de luciferasa,
cuando se cotrasnfecta el plasmido que expresa miR-223 y el pldsmido que contiene la
secuencia del UTR-3’ (pLVX-miR-223/psiABCB1wt). El efecto de este miRNA fue
especifico ya que la actividad de luciferasa fue restablecida al transfectar la version
mutada del UTR-3’, la cual presenta una mutacion en el sitio de union al miRNA
(psiABCB1mut).



Se concluye que el vector de expresion pLVX-miR-223 es funcional para expresar miR-
223 y permiti6 demostrar la regulacion postranscripcional ejercida por este miRNA sobre
la regién UTR-3’ de MDR1, en células en cultivo AD-293.



ll.  INTRODUCCION.

2.1 Pequeiios RNA horquillados (microRNA).

Los microRNAs son una clase de pequefios RNA no codificantes de cadena sencilla de 21 a
23 nucledtidos de longitud, que regulan la expresion génica, a través de la uniéon al UTR-3’ de
los mMRNA, resultando en la degradacién o inhibicion de su blanco. Estos RNAs juegan un
papel importante en la regulacion de procesos biolégicos como el desarrollo, diferenciacion y
proliferacién celular, los mecanismos de respuesta al estrés o en distintos procesos
patolégicos como el cancer (AQUINO, G. 2007, HE, L. 2004).

En 1993, Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum, fueron los primeros en descubrir
los microRNAs (miRNAS); quienes encontraron que lin-4, un gen que actuaba en el control
del desarrollo de Caenorhabditis elegans, no codificaba para proteinas, en cambio producia
RNAs pequefios, de 22 nt de longitud. Victor Ambros y Gary Ruvkun vieron que estos RNAs
mostraban porciones antisentido complementarias a multiples sitios de la regiéon UTR-3’ del
gen lin-14. Observaron que se veia una disminucién de la cantidad de proteina sin que
hubiera una reduccion de los niveles de mRNA. El pequefio RNA lin-4, es ahora reconocido
como el miembro fundador de una clase muy abundante de pequefios RNAs reguladores.
Desde el descubrimiento de lin-4 en C. elegans, se han ido descubriendo miRNAs en otras
especies y ahora sabemos que muchos organismos multicelulares expresan cientos de
mMiRNAs. El segundo miRNA identificado fue let-7, proveniente de otro gen de C. elegans, el
cual actuaba promoviendo el desarrollo de la larva tardia hacia la forma adulta. En 1999,
Baulcombe vy colaboradores descubrieron mMIiRNAs que también participan en el
silenciamiento de genes vegetales. Pero hasta el afio 2001 fue introducido el término miRNA
formalmente (LAGOS-QUINTANA, M. 2001; LAU, NC. 2001). El descubrimiento de miRNAs y
sus mRNAs blanco ha descubierto nuevos mecanismos de regulacién de la expresion génica
(WEI, SUN. 2010).



2.1.1 Biogénesis de los microRNAs.

Los genes que codifican para los miRNAs estan localizados en el genoma, en regiones inter
e intragénicas, asi como también en regiones intrénicas de genes que pueden codificar para
proteinas. En el caso de las microRNAs intragénicos, la expresion de los éstos, puede ir
correlacionada con la regulacion transcripcional de su gen huésped y de esta manera
explicaria una especificidad tisular debida a la expresién de diferentes grupos de genes. En
el caso de los miRNAs intergénicos, la expresion de los miRNAs viene regulada de forma
independiente a través de sus propios elementos reguladores, como sus propios promotores.
También se ha observado que los miRNAs pueden estar derivados de secuencias repetidas
de DNA (GAROFALO, M. 2011). Los microRNAs se generan en el nucleo de la célula,
transcritos por la RNA polimerasa Il, que produce una molécula larga de RNA, con una
estructura en forma de tallo-burbuja. Esta estructura se denomina miRNA primario (pri-
mMiRNA), la cual es reconocida por una endonucleasa RNasa Il llamada Drosha, que corta
solo RNAs de doble cadena y que se asocia a la proteina DGCR8 en mamiferos o Pasha en
Drosophila y C. elegans. El corte realizado por la enzima Drosha se da en el extremo cercano
a la base de la horquilla del pri-miRNA y genera una estructura conocida como miRNA
precursor (pre-miRNA), que tiene un tamafio de aproximadamente 60 a 70 nucle6tidos de
longitud. Posteriormente, los miRNAs precursores son exportados al citoplasma celular de
forma activa, a través de Expotina-5, un complejo proteico dependiente de RAN-GTP, para
su proceso de maduracion. RAN es un cofactor que se une GTP durante la exportacion
nuclear de RNA. En el citoplasma, la molécula GTP es hidrolizada a GDP y el pre-miRNA e
liberado del complejo exportador. Posteriormente, ocurre un segundo corte por otra
endonucleasa tipo Il de reconocimiento de RNAs de doble cadena llamada Dicer, asociada a
las proteinas TRBP y PACT en mamiferos, dando lugar a una estructura de doble cadena,
de 21 a 23 nucledtidos. Sin embargo, estas dobles cadenas tienen que separarse, pues solo
una de las dos sera incorporada a una maquinaria enzimatica denominada “Complejo de
Silenciamiento Inducido por RNA” (RISC, por sus siglas en inglés), para dirigir el
reconocimiento y acoplamiento de los miRNAs con los mRNAs blanco que se desean
desactivar. La hebra que se una al complejo RISC se convierte en el miRNA maduro,
también denominada hebra guia, mientras que la otra hebra complementaria, denominada
pasajera, es degradada. Una vez que se lleva a cabo este reconocimiento del miRNA con su
MRNA, este es cortado por la enzima Argonauta 2 que se encuentra asociada a RISC.

Después del corte, el miRNA se mantiene intacto y puede guiar el reconocimiento y
4



destrucciéon de mensajes adicionales, lo que hace altamente eficiente el silenciamiento
génico mediado por estos pequefios RNAs (Figura 1). (GAROFALO, M. 2011; AQUINO, G.
2007).

2.1.2 Mecanismo de accion de los miRNAs

Los miRNAs pueden regular negativamente la expresion génica a través de dos
mecanismos principales: la degradacion del mRNA blanco o mediante la represion
traduccional. Esto dependera del grado de complementariedad del miRNA con su blanco.
Si la complementariedad es perfecta o total se producira la degradacion del mRNA,
mientras que si la complementariedad es parcial se producird una inhibicion de la

traduccion.

Los 7 nucledtidos de la region semilla, que comienza en el segundo nucledtido del 5°
terminal del miRNA, son necesarios para la interaccion miRNA-mRNA. La interaccion
MiIRNA-mRNA se produce predominantemente en la region UTR-3’ del mRNA blanco,
situado 3’ rio abajo del marco de lectura abierto (ORF) (Figura 2). (WEI, SUN. 2010).

Cuando el apareamiento de bases es perfecto, entre el miRNA y el mRNA, principalmente
en las células vegetales, existe una escisiéon endonucleolitica y por lo tanto la degradacién

del transcrito.

De acuerdo a los estudios realizados con siRNAs, se cree que serian necesarios al
menos 11 pb para una elevada afinidad en el reconocimiento del mRNA diana y la unién a
RISC. Sin embargo, Doench y Sharp reportaron que el potencial de los miRNAs para
suprimir la traduccién dependia enormemente de la energia libre de unién entre los
primeros 8 nt del extremo 5’ del miRNA y del mRNA blanco (DOENCH, J. 2004).
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Figura 1. Biogénesis de los miRNAs. (WIENHOLDS, E. 2005).

Respecto a la represion traduccional, se requieren varias regiones de union de miRNAs
para una interaccion miRNAs-mRNA de alta afinidad, que suprima la traduccion. Es
plausible pensar que microRNAs asociados a RISC (miRISC) reconoce una union
imperfecta entre miRNA/mMRNA con solo 7-9 nt, por lo que se uniria a su blanco con baja

afinidad. Unidnes no candnicas pueden estar presentes en la parte media del duplex



miRNA-mRNA. Por lo que mdultiples copias de miRISC podrian unirse al blanco para
compensar la union de baja afinidad entre el miRISC y mRNA. (NIELSEN, C. 2007).
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Figura 2. Mecanismo de accion de los miRNAs en busca de su mRNA blanco. (WEI SUN, 2010).

En las células animales, el miRNA puede suprimir la traduccion de proteinas por los
efectos directos e indirectos (Figura 3). Los efectos directos se ejercen en las diversas
fases de la traduccién de proteinas, incluyendo la represion en la iniciacion de la
traduccién, evitar el ensamblaje del ribosoma para la iniciacion, la represién en pasos

post-iniciacion, y la inhibicién de la elongacién o terminacion.

La represion traduccional indirecta mediada por los miRNAs, se produce al nivel de mRNA
y es causado por la desestabilizacion y la posterior degradacién, asi como la
compartimentalizacion y el secuestro de los mMRNA blanco. En este modo de accién, los
MiRNAs desestabilizan su blanco principalmente a través deadenilacion. La
compartimentalizacion y el secuestro se llevan a cabo en regiones del citoplasma de
células eucariotas conocidas como cuerpos de procesamiento (cuerpos P), donde los
MRNAs son silenciados (WEI SUN, 2010).
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Figura 3. Represion de la traduccion en las células animales mediada por miRNAs. La interaccion miRISC-mRNA puede dar
lugar a diversos modos de represion de la traduccién. (a) El bloqueo de la iniciacién: el reclutamiento de la subunidad 40S
y/o 60S de los ribosomas cerca de la cap 5 de mRNA se inhibe. (b) Desensamblaje ribosomal: Los ribosomas 40S/60S se

disocian del mRNA. (c) Represién del alargamiento: Evita que los ribosomas 40S/60S formen parte en el proceso de

elongacién. (d) La represion indirecta de traduccién por miRISC se produce a través deadenilacion, cuando la cola de poli A

3’ del mRNA es eliminada, dando lugar a aumento de la degradacién del mRNA. Alternativamente, el mMRNA desestabilizado

resultante de deadenilacion se va a los cuerpos Py por lo tanto es secuestrado por la maquinaria de degradacion
traduccional. (WEI SUN, 2010).

2.1.3 Identificaciéon del blanco de los miRNAs

Cada miRNA puede tener muchos mRNAs blanco y cada mRNA puede estar regulado por
mas de un miRNA. Debido a que la identificacion experimental de blancos de los miRNAs
es dificil, se han disefiado programas bioinformaticos para la prediccion de estos posibles
sitios. La mayoria de los algoritmos consideran los siguientes parametros: la
complementariedad de secuencia miRNA-mRNA, la termodinamica del hibrido miRNA-
MRNA, la conservacion de secuencias blanco entre las especies, la estructura secundaria
del mRNA y los cambios después de la formacion del hibrido miRNA-mRNA entre otros.
Las predicciones obtenidas mediante el empleo de estos algoritmos bioinforméticos, han

sido validadas experimentalmente, apoyando las prediccion in silico (Tabla 1.).



Tabla 1. Bases bioinforméticas de miRNAs.

Base de datos de miRNAs Direccion electrénica Abordaje

o prediccion de blancos
de miRNAs

miRBase http://www.mirbase.org Coleccion completa de miRNAs
conocidos para todas las especies.
ASRP http://asrp.cgrb.oregonstate.edu/ Coleccion de miRNAs conocidos en
plantas.

Identifica interacciones de miRNAs y

miRGen http://www.diana.pcbi.upenn.edu/ sus blancos en animales con el uso de
miRGen.html multiples programas de prediccion.
CoGemiR http://cogemir.tigem.it/ Genodmica comparativa de miRNAs.
Base de datos de Direccion electronica Abordaje

prediccidon de blancos de
miRNAs

Secuencia semilla (SM), la
complementariedad de secuencia
http://www.targetscan.org (SC), y un minimo de energia libre
TargetScan (MFE) del miRNA /daplex blanco, las
preferencias de la secuencia de
sitios diana
miRanda http://www.microrna.org SM, SC, and MFE
PicTar http://www.pictar.org/ Identifica SM, SC, MFE e interacciones
miRNA.
Considera SM, SC, MFE, la estadistica
http://mirtargets.org/ de las interacciones entre los miRNA y

su diana.

Asi, software y algoritmos basados en enfoques in silico, son necesarios para ayudar a
determinar los loci gendmicos, funciones y blancos de los miRNAs. Los rapidos avances
en la biologia de los miRNA, incluyendo funciones de estos, han dado la motivacién para
introducir este campo fronterizo a la disciplina de bioingenieria.

Los métodos actuales para la deteccion y cuantificacion de miRNAs son Northern blott,
andlisis de microarreglos y qPCR entre otros. A pesar de que estos métodos podrian

mejorar el rendimiento de los perfiles de expresion génica de los miRNA, algunos de estos
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son relativamente limitados en términos de sensibilidad y especificidad. La baja
sensibilidad se convierte en un problema para la cuantificacion de los miRNA, ya que es
dificil amplificar estas secuencias tan cortas de RNA. Por otra parte, la baja especificidad
de los métodos de deteccion puede dar lugar a falsos positivos. (CHEN, C. 2005).

La PCR en tiempo real es el estdndar de oro para la cuantificacion de la expresion génica.
Es un método de deteccidn preciso y sensible para la cuantificacion de miRNAs y otros
RNAs pequefios. Este método expande la tecnologia de PCR, para la deteccion de los
cambios en la expresion de macromoléculas (por ejemplo, mMRNA) a micromoléculas (por
ejemplo miRNAs). (CHEN, C. 2005).

Ha sido un reto para los cientificos disefiar un ensayo convencional de PCR para miRNAs
con un promedio de de 22 nt de longitud. En la actualidad, el método estandar que
cuantifica especificamente miRNAs estd basado en un oligonucleétido tallo-burbuja RT
(del inglés stemp-loop RT primer). La reaccion de RT-PCR en tiempo real, incluye dos
pasos: reaccién de retro-transcripcion y PCR en tiempo real. 1) En primer lugar, la
formacion de cDNA a partir de oligonucle6tido tallo-burbuja RT, que hibridan en la
secuencia 3’ de la molécula miRNA y se transcribe de forma inversa. 2) Posteriormente, al
producto de la RT, se hibrida el oligonucleétido sentido y antisentido, para el alargamiento
producido por el despliegue del oligonucleétido tallo-burbuja RT, en donde la formacion de
dobles cadenas, es cuantificado usando una sonda TagMan convencional, acoplada a un
fluoréforo (Figura 4). (CHEN, C. 2005).
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Mature microRNA Looped RT primer

V Step 1: Stem-loop RT

. Step 2: Real-time PCR
v
Forward primer

LLLLLLLL A

Reverse primer
TagMan® probe

Figura 4. Esquema de RT-PCR en tiempo real basada en sonda Tagman, para la cuantificacion de miRNAs. (uie
Technologies Corporation, 2010).

Los ensayos de RT-PCR en tiempo real con sondas TagMan, para miRNAs pueden
detectar tan poco como diez copias de transcripcion en una muestra; incluso pequefios
cambios se detectados en la expresion. Las sondas son mas pequefias que las
tradicionales doblemente marcadas, lo que permite llegar eficazmente a las secuencias
dificiles y aumentar la especificidad. Con las ventajas de esta técnica de oro, la capacidad
de perfilar eficazmente a los miRNAs aumenta, proporcionando una solucion practica para
su deteccion. (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION, 2010).

2.1.4 Papel de los miRNAs en la homeostasis fisioldgica.

Los miRNAs pueden jugar un papel clave en diversos procesos biolégicos, incluyendo la
proliferacién celular, la apoptosis, la tumorigénesis, la multiresistencia a drogas (MDR) y
de manera importante en carcinogénesis. Lo anterior les confiere un papel importante en
la homeostasis celular y su papel en las alteraciones fisiopatologicas. (HONGWEI,
ZHANG., 2010, HAITAO, BAI, 2011).

Se ha demostrado que la participacion de los miRNAs en apoptosis, proliferacion,

supervivencia y metastasis, sin duda contribuyen al desarrollo del cancer. La evidencia
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experimental indica que el uso miRNAs puede representar una poderosa estrategia
terapéutica, para interferir con las principales vias moleculares involucradas en cancer,
que proporciona informacién detallada acerca de cémo actian los miRNAs, ya sea como
oncogenes 0 genes supresores de tumores. Aunado a la creciente comprensién de esta
regulacion, los miRNAs podrian ser utiles herramientas moleculares para futuras
aplicaciones clinicas (GAROFALO, M. 2011).

2.2 Proteinas Relacionadas con la Resistencia a Mdultiples Drogas
(Proteinas-MDR).

La practica clinica diaria pone en evidencia que la mayoria de los tumores sélidos, de
forma innata o adquirida, terminan siendo resistentes a mdultiples farmacos
quimioterapéuticos, con estructura y mecanismos de accion muy diferentes. Este
fendmeno se ha descrito experimentalmente y recibe el nombre de resistencia a multiples
drogas o MDR (del inglés “Multidrug Resistance”). En su descripcion inicial, este
fendmeno se relacioné con una proteina transportadora de la membrana celular llamada
Pgp, pero posteriormente se descubrieron otros mecanismos causantes del fenotipo
celular multirresistente, como los ligados a otras proteinas transportadoras, a las
alteraciones de enzimas como las topoisomerasas, 0 a sistemas detoxificantes como el
del glutation (GSH). (SANCHEZ, P. 2006).

La historia de las proteinas causantes de resistencia a multiples drogas o proteinas-MDR,
se inicia en 1973, con el descubrimiento por Keld Dano, de la expulsiébn activa de
daunomicina en células tumorales resistentes. Estas células habian sido expuestas
Unicamente a esta droga, pero presentaban resistencia cruzada con la doxorrubicina y los
alcaloides de la vinca. Estudios posteriores describieron el fenotipo celular resistente a
multiples drogas o fenotipo MDR, que consistia en que células seleccionadas para
resistencia mediante la exposicion a un Unico agente antineoplasico, desarrollaban
resistencia a una amplia variedad de compuestos estructuralmente diferentes. En 1976,
Juliano y Ling descubrieron una glucoproteina en la membrana plasmatica de células
multi-resistentes, que por sus caracteristicas, parecia una buena candidata para ser una
bomba de expulsion. Pero fue en 1983, cuando Victor Ling y otros investigadores, dieron

a conocer que el aumento de expresion de esa proteina llamada glicoproteina P (Pgp; del
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inglés “P-glycoprotein”), estaba implicada en la resistencia a multiples drogas en lineas
celulares de mamiferos (DANO, K. 1973; JULIANO, R. LING, V. 1976; KARTNER,
N.1983).

Estas proteinas se encuentran presentes en numerosos tejidos normales del organismo
humano y en los tumores que de ellos se derivan. El hecho de que muchos de estos
tejidos tengan funciones secretoras-excretoras (rifién, higado, epitelio digestivo vy
respiratorio), hace pensar que las proteinas-MDR desempefien funciones fisiologicas de
proteccion ante toxinas exdgenas (ZAMAN, G. 1994).

Las drogas afectadas por las proteinas-MDR, aunque presentan diferencias en su
estructura y mecanismo de accion, tienen caracteristicas comunes como ser compuestos
de origen natural, lipofilicos, y con peso molecular entre 300 y 900 Da, que entran en la

célula por difusion pasiva.

2.2.1 La glicoproteina P estructuray funcion.

Los transportadores de membrana son proteinas que regulan la entrada de nutrientes
esenciales y iones, asi como la salida de los productos del metabolismo celular, las
toxinas ambientales y otros productos xenobiéticos. En lo referente al transporte de
los farmacos, los transportadores mas representantes son los miembros de dos

superfamilias:

e ABC: casete de union de trifosfato de adenosina (ATP), del inglés ATP binding
cassette.

e SLC: acarreador de solutos, del inglés solute carrier.

La mayor parte de las proteinas ABC corresponden a transportadores activos
primarios, que dependen de la hidrolisis del ATP para bombear en forma activa sus
sustratos a través de la membrana. Existen 49 genes conocidos para las proteinas
ABC, que se pueden agrupar en siete subclases o familias de ABCA a ABCG. Actuan
como “bombas de expulsion”, disminuyendo la acumulacion intracelular de varias
sustancias. Uno de los transportadores mejor conocidos en la superfamilia ABC es la
glucoproteina P, codificada por ABCB1, también llamada MDR1. (UEDA, K. 2011).
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De los genes de multi-resistencia a farmacos, el gen MDR1 es el mas estudiado,
localizado en el cromosoma 7. Su producto génico, la glicoproteina P, es una proteina
transmembranal de 170-kD (Pgp-170) (Figura 5). La Pgp-170 es expresada de manera
constitutiva en tejido normal y su funcion fisiologica es la de una bomba expulsora
dependiente de ATP, que minimiza la exposicion de componentes potencialmente toxicos
en el medio intracelular, entre los que se incluyen los farmacos quimioterapéuticos

(HABER, 1992).
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Figura 5. Estructura de la glicoproteina P. (AMBUDKAR, SV. 2003).

La expresion de Pgp determina un fenotipo celular resistente a varios productos naturales
como son: antraciclinas, alcaloides de la vinca, taxanos entre otros; y a compuestos
exogenos como son los bloqueadores de los canales del calcio (verapamil), digoxina,
opiaceos, hidrocarbonos aromaticos, complejos sintéticos como el Tc99-sestamibi,
rodamina 123 o antiviricos como son los inhibidores de proteasas. (SANCHEZ, P. 2004).

Se ha demostrado que la sobre-produccion de Pgp-170 provoca la secrecion de los
farmacos que ingresan a la célula y posteriormente, la reduccién del contenido intracelular
de los mismos (FORD JM, 1990; WANG, 2007). Debido a que muchos farmacos son
sustratos de Pgp-170, su grado de expresion y la funcionalidad afecta directamente a la

eficacia terapéutica de estos agentes, por lo que se ha propuesto que la expresion de
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MRNA de Pgp-170 correlaciona con la agresividad intrinseca del tumor y a la resistencia a
farmacos, después de la quimioterapia (GOLDSTAIN, 1989; FOJO, 1987). Asi por
ejemplo, se conoce que la exposicion a farmacos quimioterapéuticos induce la
sobreexpresion de la Pgp-170, de manera significativa, en células blasticas (PASTAN,
1987; HARBER, 1992). En particular, la resistencia a la quimioterapia se ha convertido en
un obstaculo importante en el tratamiento contra el cancer, pero el mecanismo exacto de

regulacion de la expresion de la proteina gp-170 no ha sido completamente elucidado.

2.2.2 Regulacion de Pgp-170 a través de miRNAs.

En afios recientes, el papel de los miRNAs en la regulacion de este gen, se ha propuesto
en diferentes tipos de canceres. Por ejemplo, tanto en cancer de ovario, como en
carcinoma hepatocelular, la P-gp-170 y los miRNAs miR-27 y miR-16, respectivamente,
se encuentran sobre-expresados. (TSUN, Y, 2011, LI Z, 2010). Por otra parte, en cancer
de mama, se ha visto que miR-505 actla como un supresor de tumor, cuando ocurre la
inhibiciébn de la expresion de MDR1, de manera indirecta por la proteina TP53INP1
(YAMAMOTO Y, 2011). En Leucemia Mieloide Crdénica, miR-331-5P y miR-27a estan
asociados a la resistencia con doxorrubicina, mediada por Pgp-170. (DAN-DAN, 2011).
Particularmente en células de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), de linaje T, se ha
reportado un conjunto de miRNAs responsables de la supresion cooperativa de tumores,
entre los que se encuentran miR-19b, miR-20a y miR-223. Entre estos miRNAs, se ha
destacado la participacion de miR-223, el cual se ha encontrado sobre-expresado de
manera importante en LLA, donde se le ha atribuido un valor diagnéstico en este
padecimiento. (KONSTANTINOS J, 2011, YUAN D, 2011).

Por otra parte, no existen reportes del papel del miR-223 en la modulacién de MDR1/Pgp-
170 en algun tipo de cancer. Interesantemente, un analisis in silico realizado en nuestro
grupo de trabajo, indica que el UTR-3’ del mRNA de Pgp-170, presenta un posible sitio de
union a miR-223 (Figura 6), lo que sugiere que este miRNA podria regular a MDR1/Pgp-
170 de manera postranscripcional. Siendo MDR1 un obstaculo para el tratamiento
eficiente contra el cancer, el encontrar los mecanismos involucrados en la regulacion
ejercida por los miRNAs, impactara en el entendimiento de la biologia que subyace en la

resistencia a agentes quimioterapéuticos.
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ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1

miR-495
1 ACUCUGACUGUAUGAGAUTGUTAAATACTUTUUAATATTUGUIUAGATAUGACATUUATICARAGUUARAAGCARA 15

miR-B75-5p
16 CACUUACAGAAUUAUGAAGAGGUAUCUGUUUAACATUUCCUCAGUCAAGTUCAGAGUCUUCAGAGACUUCGURAT 150

miR-374a
miR-374b
miR-155
151 UARAGGAACAGAGUGAGAGACAUCAUCAAGUGGAGAGARATCAUAGUIUAAACUGCAUTATUAAAUTUUAUAACAL 275

miR-455 miR-Z223
226 AAUUAAAGUAGAUUUUAARAGAUAAAAUGUGUAATUTUGUUUATAUTUUCCCAUTUGGACTSUAACUGACUGCCT 00

miR-Z00c
miR-Z00b
miR-429
miR-129-5p
301 USCUAARAGAUUAUAGAAGUAGCAAAAAGUAUUGAAAUGUUUGCAUAAAGUGUCUAUAAUARRACURRACUUUCA 40e

e UGUGACUGGAGUCAUCTUGUCCAAACUGCCUGUGAATAUAUCUUCUCUCAAUTGGAAUAUUGUAGAUAACUTCUG 4u¢

miR-186 miR-873
as1 CUTUARRRAAGUUTUCTUTARRAUAUVACCUACTCAUUITUGUGGGAATGGUUAASCAGUUVARAUAAUTCCUGUUG oas

miR=3E61 miR=-214
sz2¢ UAUAUGUCUAUTCACATUGGEUCUUACAGAACCAUCUGGECUUCAUUCTUCUUGEALTUGAUCCUGCUGATUCTUG snq

go1 CAUTUCCACAU 14

Figura 6. Andlisis in-silico del UTR-3’ del mMRNA de Pgp-170, en donde se muestra un posible sitio de unién a miR-223.

(www.microRNA.org).

MiR-223 es un microRNA hematopoyético con funciones cruciales en el desarrollo del
linaje mieloide. Desempefia un papel esencial en la promocién de la diferenciacion
granulocitica mientras que también se asocia con la supresion de la diferenciacion
eritrocitaria (CHEN, C. 2004). En algunos tipos de cancer, miR-223 se correlaciona con
mayor carga tumoral, agresividad de la enfermedad y factores de mal prondstico (YUAN-
DONG, Z. 2011). Este miRNA también esta asociado con la artritis reumatoide, sepsis,

diabetes tipo 2, e isquemia hepatica.

16



[ll.  PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA.

La practica clinica diaria pone en evidencia que gran parte de los tratamientos
antineoplasicos de diferentes tipos de cancer, terminan siendo resistentes a multiples
agentes antineoplasicos, impidiendo su efecto terapéutico. Esto debido a que el farmaco
activo no llega a su diana molecular en el interior de la célula, por lo tanto cualquier

circunstancia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser causa de resistencia.

Se han demostrado diversas causas que provocan la resistencia quimioterapéutica, de
las cuales, la expulsion del farmaco fuera de la célula, a través de proteinas
transportadoras de membrana, es el mecanismo de resistencia mas estudiado. Se ha
indicado que la sobreproduccién de Pgp-170, provoca la secrecion de los farmacos que
ingresan a la célula. No obstante, el mecanismo exacto de la expresion de esta proteina
no ha sido completamente elucidado, por lo que es necesario comprender otros
mecanismos implicados en la regulacion de esta proteina. Interesantemente, ensayos in
silico sugieren un sitio de unién a miR-223 y por ende podria estar implicado en el
mecanismo de quimioresistencia en cancer. Lo anterior permite plantear la siguiente

pregunta de investigacion:

¢ Existe una regulacién directa de miR-223 en la expresion de Pgp-170?

17



IV.  JUSTIFICACION.

La resistencia a la quimioterapia representa un obstaculo importante en la eficacia al
tratamiento contra el cancer. En la actualidad los miRNAs se han visto implicados en diversos
procesos biolégicos como el desarrollo, la diferenciacion y la proliferacion celular, asi como
en los mecanismos de respuesta al estrés y de manera importante en carcinogénesis. El
mecanismo de regulaciéon de la expresion de Pgp-170 mediada por miR-223 no se conoce,
por lo que elucidar esta posible regulacion, permitird proponer un mecanismo alterno,

implicado en la adquisicion de resistencia a farmacos.
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V. HIPOTESIS.

Si existe una interaccion directa de miR-223 sobre la region UTR-3' del mRNA de

MDR1/Pgp-170, se observara una disminucion en la sefial de luciferasa, lo que denotara

una regulacién postranscripcional ejercida por el miRNA.

VI. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la funcionalidad de miR-223 sobre la region UTR-3’ de MDR1/Pgp-170.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

Amplificar y clonar la secuencia precursora de miR-223 en el vector pLVX-
shRNA2 (Clonacion sitio-dirigida).

Clonar la secuencia UTR-3' del mRNA de MDR1/Pgp-170, en el vector
psiCHECK2 (dsODN).

Transfectar los plasmidos psiABCBl1 y pLVX-miR-223 en la linea celular
AD-293 (Lipofeccién).

Evaluar la expresiéon de miR-223 en células AD-293 (RT-PCR tiempo real).
Realizar ensayos reporteros con las construcciones generadas, para
evaluar la actividad de luciferasa (Dual Glo-luciferasa).

Sintetizar dsODN que incluyan la mutacion en el sitio de unién de miR-223
y clonarlo en el vector psiCHECK2.

Evaluar la actividad de luciferasa con el plasmido mutado para el sitio de

unién de miR-223 (Dual Glo-luciferasa).
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VIl. DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

Evaluar la expresion de
miR-223 en células AD-
293

Amplificar la secuencia
precursora de miR-223

Clonar la secuencia de
miR-223 y el UTR-3’del
mRNA de MDR1.

Transfectar los

plasmidos psiABCB1wt,
psiABCB1muty pLVX-
miR-223 en lalinea
celular AD-293.

Realizar ensayos
reporteros evaluando la
actividad de luciferasa.

Analisis y discusion de
resultados.

Extraccion de RT-PCR en
RNA total tiempo real.

Extraccion de
DNA genoémico.

PCR punto final.

Clonacion sitio-
dirigida.

Lipofeccion.

Dual-Glo
Luciferasa.
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VIlIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Reaccién de PCR punto final.

Para amplificar la secuencia precursora de miR-223 mediante PCR punto final, se
disefiaron oligonucleétidos especificos, con los sitios de restriccion seleccionados para su

posterior clonacion en el vector de expresion pLVX-shRNA2 (Clontech):

Tabla 2. Secuencia de oligonucledtidos para amplificar la secuencia precursora de miR-
223.

Oligonucleétidos Secuencia
MiR-223 sentido 5’- GGATCCCTCTAGGGTCACATCTCCCAG -3 *
MiR-223 antisentido 5’-GAATTCAACTTGGTGCTTGGTGAGCATC-3' *

*Las letras en negritas denotan los sitios de restriccion empleados (BamHI/EcoRl).

Inicialmente, se extrajo DNA gendémico a partir de sangre periférica de un individuo
aparentemente sano, usando el kit comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN), de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para la reaccién de PCR se utilizaron 100
ng los oligonucleétidos especificos (900nM), 1 U TagPlatinum® pfx (Invitrogen), buffer de
amplificacion 10x Pfx, dNTPs 10 mM, MgSO, 50 mM, aforando a un volumen final de 25 pl
con H,O libre de nucleasas. Para las condiciones de amplificacion primero se realizd un
gradiente de temperaturas de alineamiento (60°C, 63°C, 66°C, 67°C y 70°C), para
seleccionar las mas adecuada, por los que los parametros finales fueron:
desnaturalizacion inicial de 95 °C/5 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C/ 30 segq,

alineamiento 63 °C/ 30 seg, extension 72 °C/ 1 min, una extension final a 72 °C/ 10 min.
Posteriormente, se realiz6 un gel preparativo de agarosa al 1% para limpiar el amplicon

obtenido mediante el kit comercial PureLinkTM PCR Purification Kit (Invitrogen), de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.
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Reaccion de hibridacion de los oligonucleétidos (formacion de oligonucleétidos de
doble cadena; dsODN).

Antes de la clonar de la secuencia UTR-3’ del mMRNA de MDR1/Pgp-170 en el vector
psiCHECK2, primero se generd un oligonucleétido de doble cadena (dsODN), de ~60
pb que contenia el sitio de union de miR-223. La reaccién de hibridacion se llevo a
cabo calentando cantidades equimolares de cada oligonucle6tido (100 uM), en agua
libre de nucleasas, a 95 °C/ 5 min y la reaccién se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Esta misma estrategia se siguid para la obtencion de las secuencias
mutantes (dsODN mutados).

Tabla 3. Secuencia de los oligonucle6tidos para el UTR-3’ de Pgp-170.

Oligonucleétido Secuencia
UTR-3’ Pgp-170 sentido 5’-TCGAGTTTATATTTTCCCATTTGGACTGTAACTGACTGC
CTTGCTAAAAGATTATAGAC -3’ *
UTR-3’ Pgp-170 antisentido 5’-GGCCGCTCTATAATCTTTTAGCAAGGCAGTCAGTTACA
GTCCAAATGGGAAAATATAAACG-3 *
UTR-3’ Pgp-170 sentido mutado 5’- TCGAGTTTATATTTTCCCGACAGTCATGTGGTACAATGC
CTTGCTAAAAGATTATAGAC -3’*
UTR-3’ Pgp-170 antisentido mutado 5’- GGCCGCTCTATAATCTTTTAGCAAGGCATTGTACCACA
TGACTGTCGGGAAAATATAAACG-3*

*Las secuencias subrayadas de color azul representan las secuencias de unién al miR-223. En los oligonucleétidos
mutados, se sustituyo la secuencia de unién a miR-223 por nucleétidos diferentes.

Construccién de plasmidos recombinantes.

Para demostrar la actividad post-transcripcional de miR-223 sobre el UTR-3’ de Pgp-
170, se construyo el plasmido reportero pLVX-miR-223. Una vez amplificada la
secuencia precursora de miR-223, esta fue doblemente digerida con las enzimas
EcoR1/ BamHI. El vector pLVX-shRNA2 también fue cortado con ambas enzimas. La
ligacion del inserto al vector, se hizo en un radio 3:1 (300 ng inserto/100 ng vector),
utilizando 1ul (400 U/ul) la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen), buffer de ligasa 10X y
agua libre de nucleasas para un volumen final de 15 pl. La reaccion fue incubada a
temperatura ambiente toda la noche. Posteriormente, 1hr a 37°C y almacenada hasta

su transformacioén a 4°C.
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La transformacion bacteriana de E.coli DH5a, mediante choque térmico a 42 °C. Las
transformantes, se plaguearon en platos con medio LB con ampicilina (100 pg/ml) e
incubaron a 37 °C durante 16 h. Después de este tiempo, se seleccionaron 5 colonias
para purificar el DNA plasmidico por el sistema comercial PureYield™ plasmid midiprep
system (Promega), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. EI DNA
plasmidico fue cuantificado por medio de un espectrofotometro nanodrop (Thermo

Scientific) y analizado mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %.

La construcciéon de los plasmidos que contienen el UTR3’ de Pgp-170 silvestre
(psiABCB1wt) y mutado (psiABCB1mut) se realizé mediante la clonacion sitio-dirigida
vector psiCHECK2/Xhol/Notl, con el protocolo previamente descrito.

Secuenciacion.

Para verificar la integridad de la secuencias clonadas en los vectores de expresion, se
realiz6 una secuenciacién automatizada, utilizando 400 ng de DNA plasmidico, 10 pg
del oligonucledtido sentido especifico de cada secuencia, 2ul buffer BigDye 5X 'y 2.5 pl
de reactivo Big DyeTerminator v3.1 (Applied Biosystems). Posteriormente, la reaccion
de secuenciacion se sometio a una desnaturalizacion inicial de 96 °C/1 min, 25 ciclos
a 96 °C 10 seg, alineamiento 50 °C 5 seg y extension 60 °C 4 min.

La reaccion se transfirio a un tubo de 1.5 ml y se procedio a limpiarla con la EDTA-
Etanol. Para ello se usaron 5 pyl de EDTA 125 mM pH 8 y 60 ul de ETOH absoluto. Se
agito brevemente para mezclar, y los tubos se incubaron 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugdé 20 min a maxima velocidad. Se procedié a
remover el sobrenadante y los botones se lavaron con 250 yl de Etanol al 70 % dos
veces. El sobrenadante fue eliminado y los tubos se dejaron secar completamente
por 15 min. La reaccion de secuenciacion fue sometida a un secuenciador automatico

ABI Prism 3200 (Applied Biosystems), para obtener los electroferogramas.
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Lineas celulares y cultivo.

La linea celular AD-293 (ATCC Catalogo #240085) se deriva de células renales
embrionarias humanas (HEK-293) comuUnmente utilizada, con adherencia vy
propiedades de formacion de placa mejorada. Las células AD-293 presentan una
mejora en la adherencia a placas de cultivo, por lo que la monocapa de estas células
es menos susceptible a pases celulares. Las células se cultivaron a 37 °C, en una
atmosfera de CO, al 5 % en medio OPTI-MEM (Invitrogen), suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SBF) (GIBCO).

La linea celular U937 (ATCC CRL-1593.2) de linaje mieloide y con expresion de miR-
223 (NALDINI, L. 2009). La células se cultivaron a 37 °C, en una atmosfera de CO; al
5 % en medio RPMI 1640 advanced (Invitrogen), suplementado con 5% de SBF, 10

mM L-glutamina, 50 U/ml penicilina y 50 pg/ml estreptomicina.
Transfeccion.

Las células AD-293, se plaqueron 1x10° células por pozo en una placa de 24 pozos.
Al dia siguiente, las células fueron transfectadas con 1 pg del plasmido pLVX-miR-223
y 1 ul de lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células se incubaron 3h/37°C con la
mezcla de transfeccion (lipofectamina + DNA plasmidico). Después de la incubacion,
se agrego a cada pozo 800 pl de medio sin antibiético y se dejo incubando por 24 h.
Posterior a la incubacion, las células se observaron en el microscopio de
epifluorescencia para corroborar la eficiencia de transfeccion de las células. Se

sembré el mismo numero de células AD-293 sin transfectar como control.
Después de observar una eficiencia de transfeccion = 40 % las células se cosecharon

para la extraccion de RNA total mediante el kit comercial “SV Total RNA Isolation

System” (Promega), de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
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RT-PCR en tiempo real.

Para evaluar la expresion de miR-223 en células AD-293, se realizaron ensayos de
RT-PCR en tiempo real. Inicialmente, se realizd la sintesis de DNA complementario
(cDNA), utilizando el kit comercial “TagMan MicroRNA Reverse Transcription System”
(Applied Biosystems). Se usaron 300ng de RNA total, dNTPs 100 mM, enzima
Multiscribe™ RT (50 U/pl), buffer RT 10X, 20U/ul inhibidor de RNasa, el
oligonucledtido RT especifico para miR-223 y agua libre de nucleasas para un
volumen final de 15 pl. Las condiciones de la reaccion de retro-transcripcion fueron: 1
ciclo a 16 °C/30 min, 1 ciclo a 42°C/30 min y 1 ciclo a 85°C/5 min.

Posteriormente, se realizé la PCR en tiempo real, empleando 10ul del sistema
comercial TagMan Universal Master Mix Il (Applied biosystem), 1.33 ul de cDNA
(dilucién 1/100), 5 ul de una sonda TagMan acoplada con el fluoréforo 6-FAM (10 uM),
2.5ul de los oligonucleotidos sentido y antisentido para miR-223 y agua libre de
nucleasas para una reaccion final de 25 pl. Las condiciones de amplificacion fueron:
a) 1 ciclo 50 °C/2 min, b) 1 ciclo 95°C/10 min, c) 40 ciclos con desnaturalizacién
95°C/15 seg, alineamiento/extension 60°C/1 min y d) 1 ciclo 25°C/10 min. Como
control endégeno, se amplificaré el RNA pequefio nuclear U6, el cual tiene un nivel de
expresion constante, por lo que es abundante y cuya expresién no debe cambiar

ninguna condicién experimental.

Tabla 4. Oligonucle6tidos para RT-PCR en tiempo real.

Oligonucledtido Secuencia
RT- miR-223 5-GCGACTGTTCCTCTCTTCCTCTGTGTGTGTGTGTGTAGTCGCAATGGGGT-3
miR-223 sentido 5-GAGTGTCAGTTTGTCAAAT-3’
miR-223 antisentido 5 —GACTGTTCCTCTCTTCCTC-3

25




Ensayo de luciferasa.

Para evaluar la funcionalidad del miR-223, los plasmidos pLVX-miR-223, psiABCB1wt
y psiABCB1mut, se transfectarén en la linea celular AD-293. Las condiciones de

transfeccion se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5. Condiciones de trasnfeccion para los ensayos de luciferasa.

1° pozo 2° pozo 3° pozo 4° pozo 5° pozo
1x10° 1x10° 1x10° 1x10° 1x10°
AD-293 AD-293 AD-293 AD-293 AD-293
sin transfectar 4 1 T Sz
1pg lng lng 1pg
pLVXmiR-223 psiCHECK2 vacio pLVXmiR-223 pLVXmMIiR-223 +
v 1pg
1lug psiABCB1mut
psiABCB1wt

24 h de la post-transfeccion, las células se cosecharon y la actividad de luciferasa fue
evaluada usando el kit comercial “Dual Glo Luciferase Assay System” (Promega).
Brevemente, las células fueron lavadas con PBS y se despegaron con 100 ul de
buffer de lisis 1X, con agitacion suave durante 15 min. El lisado fue transferido a
microtubos de 1.5 ml y centrifugado brevemente (30 seg). En otro microtubo de 1.5 ml
se coloco 100 ul del sustrato del ensayo luciferasa (LAR Il), al que se le transfirieron
20 ul del lisado, se mezcld e inmediatamente se evalué la actividad de la luciferasa
“Firefly” por medio del luminémetro Modulustv Luminometer (Turner BioSystems),
posteriormente se adiciono el reactivo Stop & Glo (100 ul) y se volvié a evaluar la

actividad de luciferasa “Renilla”.
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IX. RESULTADOS.

Evaluacién de la expresion de miR-223 en células AD-293.

Para evaluar la expresion de miR-223 en las células AD-293, se disefiaron
oligonucledtidos especificos con base en la secuencia precursora reportada en miRBase
(www.mirbase.org). Este sistema no es comercial, pero es similar a un sistema de RT-
PCR tallo-burbuja, basado en sondas TagMan comerciales. Es por ello, que fue necesario
llevar a cabo la estandarizacién para lograr amplificar miR-223. Se decidié usar la linea
celular U937 como control de expresion, debido a que expresa de manera endbégena este
miRNA. Inicialmente se realizé una curva de concentracion de 0.3-2ug RNA total, para la
sintesis del cDNA. Para la reaccién de PCR en tiempo real, no hubo amplicon con el
cDNA de ninguna de las concentraciones usadas. Esto mismo ocurrid al intentar

amplificar U6 (Figura 7).
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Figura 7. RT-PCR en tiempo real para miR-223 y U6, en celulas U937.
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Al no obtener amplicon, se pensd que la concentracion de RNA total usada para la
sintesis de cDNA era muy alta, debido a que U6 es muy abundante y por ende, con poca
cantidad de RNA total es suficiente para amplificarlo. Es por ello que se realiz6 una curva
de concentracion, con tres diluciones de cDNA (1/10, 1/100 y 1/1000), obtenido con 300
ng de RNA total. Interesantemente, solo con la dilucién 1/100, la expresién de U6 fue
constante (la curva no decayd). Por lo anterior, se decidi6 trabajar con los parametros de
sintesis de cDNA a partir de 300 ng de RNA y después realizar una dilucién 1/100 para la
reaccion de PCR en tiempo real (Figura 8).
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Figura 8. Amplificacion de U6 por RT-PCR en tiempo real, en las celulas U937, con diluciones seriales del cDNA.
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Posteriormente, se verifico la expresion de miR-223 en las células U937, usando las

condiciones previamente establecidas (Figura 9).
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Figura 9. Amplificacién de U6 y miR-223 por RT-PCR en tiempo real, en las células U937.
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El siguiente paso fue verificar que el plasmido pLVX-miR-223, expresara a este miRNA en

las células AD-293, que fueron usadas para los ensayos de la actividad de luciferasa.
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Figura 10. RT-PCR en tiempo real en las celulas AD-293, transfectadas o no con 1ugdel plasmido pLVXmiR-223

amplificando miR-223, a demas de la amplificacion de miR-223 en las células U937.

En la figura 10 se observa que en las células AD-293 sin tranfectar no tiene expresion de
miR-223, comparado con la que si fueron transfectadas, lo que nos indica que el plasmido
recombinante funciona. Como un control de expresion de miR-223, se utilizo la linea
celular U937 .
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Amplificacion y clonacion de la secuencia precursora de miR-223 en el vector pLVX-
ShRNAZ2.

Para amplificar la secuencia precursora de miR-223, se disefiaron oligonucleétidos

especificos que flanquearan una regién de 236 pb, donde estaba contenida la secuencia

que da origen a miR-223 (figura 11) y posteriormente se hizo un PCR en gradiente.

A)

CCUGGCCLCCUGCAGUGCCACGCUCCHGUGUALIUUGACARGOUGAGULGGACACUCCALGUGGUAGAGUGLCAGUULGUCAAALAC CCCAAGUGCGHOACAUGCUUACCAG

www.mirbase.org

B)
TGGTTGGTCCTTTGAGCAAGATCCCCGGGGCTAAGGGTGTGACTTCATCATT
CCTTTCTCTCTCTTTCCCTCTAGGGTCACATCTCCCAGGAAGATCTCACTTCC
CCACAGAAGCTCTTGGCCTGGCCTCCTGCAGTGCCACGCTCCGTGTATTTGA
CAAGCTGAGTTGGACACTCCATGTGGTAGAGTGTCAGTTTGTCAAATACCCCA
AGTGCGGCACATGCTTACCAGCTCTAGGCCAGGGCAGATGGGATATGACGAA
TGGACTGCCAGCTGGATACAAGEATCCICACCAACEACEAAGTIC TCACAAG
TTATTTTATGTGACTTTGCAGGAACTGAGGCATTATATCTGAGGACACCAGGG
GAAAAGTGTGGCATCTCAGGGAAATACAGCCCTGGGCTGTGTCTACACACAC

Figura 11. Secuencia precursora de miR-223. De color verde se muestra la secuencia precursora de miR-223 y en color

turquesa y rosa, la secuencia de los oligonucleétidos usados para la reaccion de PCR punto en gradiente.
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300pb > * - /:4,,,+ 237pb

Figura 12. Amplificacién de miR-223 por PCR en gradiente. Electroforesis de agarosa al 1 % para amplificar miR-223 a 5

temperaturas distintas.

Como puede verse en la figura 12, hay tres temperaturas a las cuales se obtiene un buen
amplicon. En este caso, se decidio utilizar la temperatura de 63°C, en donde
aparentemente, hay un mayor rendimiento. Después de encontrar esta temperatura, se
realizé una PCR en punto final por triplicado, en donde los volimenes de reaccion fueron
mezclados para realizar doble restriccion de los sitios que flanqueban el inserto (figura
13).

1Kb

300pb - > - -

237pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % , de 5pl del fragmento doblemente digerido (EcoRI/BamH]),

correspondiente a la secuencia precursora dPe miR-223.

32



En paralelo, se realizé la misma restriccion EcoRI/BamHI, en el vector pLVX-shRNA2
(figura 14).
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Figura 14. Electroforesis en geles de agarosa al 1 %. En el panel a), primer carril se muestra en marcador de tamafio
molecular (MWM) de 1kb. En el carril 2 se muestra el vector pLVX-shRNA2 control (sin digerir). En el carril 3, una alicuota
del vector pLVX-shRNA2 digerido con BamHI y en carril 4, el vector digerido con la enzima EcoRI. En el panel b), se
muestra la banda del vector doblemente digerido (EcoRI/BamHlI), purificado por columna.

Después de realizar la clonacion sitio-dirigida en el vector pLVX-shRNA2, la construccion
generada fue denominada pLVX-miR-223 (figura 15) y la integridad de la secuencia que
fue clonada fue verificada por secuenciacion automatica, usando un secuenciador
automatico ABI Prism 3200 (AppliedBiosystems) (Figura 16).
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Figura 15. Representacion esquematica del plasmido recombinante pLVXmIiR-223. La region que da origen al precursor de
miR-223 fue clonada rio abajo del promotor Pol Il U6. La proteina verde fluorescente que sirvié para evaluar la eficiencia de

transfeccion, esta bajo el promotor Pol Il de CMV.

A)

B)

5’CCTGGCCTCCTGCAGTGCCACGCTCCGTGTATTTGACAAGCTGAGTTGGAC

ACTCCATGTGGTAGAGTGTCAGTTTGTCAAATACCCCAAGTGCGGCACATGCT
TACCAG 3

Figura 16. A) Electroferograma obtenido de la secuenciacion del plasmido pLVX-miR-223, usando el oligonucleétido U6-

shRNA. B) Secuencia de 110 bases, correspondientes a la secuencia precursora de miR-223.
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Clonacion de las secuencia UTR-3’ del mRNA de MDR1/Pgp-170 silvestre y mutada,
en el vector psiCHECK2 (dsODN).

Para evitar amplificar por PCR la secuencia del UTR-3" del mMRNA de MDR1/Pgp-170 y
después tener que hacer ensayos de mutagénesis sitio-dirigida para mutar el sitio de
union de miR-223, se decidio clonar un fragmento 64 pb donde estuviera contenido el
Elemento de Respuesta (ER) a dicho miRNA, mediante oligonucleotidos de doble cadena
(Figura 17).

3' accccaUAAR-—COG--UUUGACDGu 5' hsa-miR-223
I ARARRNI
272:5' uuucccAUUUGGACUGUAACUGAT 3' ABCB1
(www.targetscan.org).

ACTCTGACTGTATGAGATGTTAAATACTTTTTAATATTTGTTTAGATATGACATTTATTCAAAGTTAAAAGCAAACACTTACA
GAATTATGAAGAGGTATCTGTTTAACATTTCCTCAGTCAAGTTCAGAGTCTTCAGAGACTTCGTAATTAAAGGAACAGAGT
GAGAGACATCATCAAGTGGAGAGAAATCATAGTTTAAACTGCATTATAAATTTTATAACAGAATTAAAGTAGATTTTAAAA
GATAAAATGTGTAATTTTGTTTATATTTTCCCATTTGGACTGTAACTGACTGCCTTGCTAAAAGATTATAGAAGTAGCAA
AAAGTATTGAAATGTTTGCATAAAGTGTCTATAATAAAACTAAACTTTCATGTGAAA (Gene Bank).

Figura 17. Secuencia de unién de miR-223 al UTR-3'de Pgp-170
Para corroborar que la secuencia del vector recombinante creado de la misma manera

gue en el vector de expresién de miR-223, estos vectores fueron secuenciados de forma

automatizada (Figura 18-20).

BGTGAAGGGCCTCCACTTCAGCCAGGAGGAC GC TCCAGATGAAAT GGG TAAGTACATCAAGAGC TTCGTGGAGEC GCGTGCT GAAGAAC GAGCAGT
ATTCTAGGCGATCGC TCGAGT TTATAT T TTCCCATT TGGACTGT AACTGACTGCCT TGCTAAAAGAT TATAGAGC GGCCGCTGGCCGLAATAAA
TATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGETTTTT TGT GTBAGGATCTAAATGAGTETTC

Figura 18. Secuencia correspondiente a las 65 bases del ER a miR-223, clonado en el vector de expresion psiABCB1wt.
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AAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTT GT GTGAGGATCTAAAT GAG cT

Figura 20. Electroferograma donde se muestra la secuencia del UTR-3’ del mRNA de Pgp-170 clonada en el vector de
expresion. En el recuadro rojo, se muestran los nucleétidos que fueron cambiados.

Evaluacién de la actividad de luciferasa con las construcciones generadas.

Para evaluar la funcionalidad del miRNA, los plasmidos pLVX-miR-223, psiABCB1wt y

psiABCB1mut fueron cotransfectados en la linea celular AD-293 y 24h postransfeccion
fue evaluadala actividad de luciferasa (Dual-Glo Assay System).

Tabla 6. Unidades relativas de luciferasa de los controles
Controles

Células no transfectadas

Unidades relativas de luciferasa (URL)

61
AD-293 + pLVX-miR-223

49
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Figura 21. Ensayo reportero de luciferasa para determinar el efecto regulador de miR-223, sobre el UTR-3’ de mRNA de
Pgp-170. La actividad postranscripcional fue evaluada después de cotransfectar 1ug del vector psiABCBL1 silvestre y
mutado (wt y mut) con 1ug del plasmido que expresa miR-223 (pLVXmir-223) en células AD-293. Las células transfectadas
con el vector vacio (psiCHECK?2) y el solo con el plasmido pLVXmir-223, fueron usadas como control. Los resultados

muestran un experimento independiente.
El ensayo de luciferasa fue repetido con 50ug de los plasmidos siguiendo una misma

tendencia de actividad en el gen de luciferasa, pero al ser parametros diferentes en la

concentracién de los plasmidos estos resultados no pueden ser promediados.
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X. DISCUSION.

Los miRNAs, al poseer secuencias de nucle6tidos muy cortas, complican su analisis y
deteccion, mediante métodos convencionales como el northern blot. ((CHEN, C. 2005). El
estandar de oro para evaluar la expresion de miRNAs es la RT-PCR en tiempo real, que
proporciona mayor sensibilidad y exactitud para su deteccidbn. Nuestra estrategia
experimental estd basada en el disefio de un oligonucleétido RT tallo-burbuja, que

confiere mayor estabilidad térmica y aumenta la especificidad de la reaccion.

Tomando en cuenta estas consideraciones, la evaluacion de la expresién de miR-223 en
las células AD-293, se realizé6 mediante RT-PCR tiempo real. La expresién de miR-223
pudo haberse realizado por RT-PCR punto final y evaluar de manera cuantitativa si el
vector pLVXmir-223, expresa el miRNA o no. Debido a que La RT-PCR en tiempo real es
una herramienta cuantitativa, nos permite detectar el nimero de copias de amplificacion
que se generan durante todo el proceso de la reaccion, a partir de la generacién inicial de

un numero tan pequefio como 10 copias.

El disefio y construccion del sistema de oligonucledtidos para la generacion de cDNA 'y la
PCR en tiempo real para miR-223, fue disefiado no solo para evaluar este miRNA, sino
también, para ser utilizado en la amplificacion de cualquier miRNA, al cambiar la
secuencia semilla (regién “seed”) del oligonucleétido RT y el oligonucle6tido sentido. La
secuencia del oligonucleétido antisentido es conservada debido a que hibrida en una
porcién del tallo-burbuja del oligo RT al igual que la sonda TagMan, que hibrida en otra
region del tallo-burbuja (figura 4). Es por ello que se decidid utilizar este sistema, para
estandarizar la reaccion de amplificacién de miR-223. Lo anterior nos permitié conocer la
expresion relativa de miR-223 en las células AD-293, utilizando el plasmido construido
pLVX-miR-223, con respecto al nivel de expresion enddgena que tiene la linea celular AD-
293.

El utilizar una linea celular que expresa miR-223, como las células U937, fue con el fin de
conocer si el disefio de los oligonucleétidos para amplificar miR-223, incluyendo la sonda
TagMan, funcionaban bien. De no detectar miR-223 en las células U937, usando nuestro

sistema, podriamos pensar que habria un problema con el disefio de los oligos. De no
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haber amplificado el control de expresion U6, podriamos haber pensado que existia un

problema con los componentes de la reaccion o en el programa de amplificacion.

Considerando que la fraccibn mas pequefia de los miRNAs representa aproximadamente
el 10% del RNA total, se decidi6 utilizar una curva de concentracion de RNA de 0.3-2 ug,
para la obtencion del cDNA. Sin embargo, en ningln caso se obtenia amplicon, lo que nos
hizo pensar que la cantidad de RNA era abundante, causando una saturacién en la
reaccién de PCR tiempo real. Lo anterior se propuso debido a que en las reacciones de
RT-PCR en tiempo real, para la obtencién del cDNAs, el RNA total utilizado es del orden
de nanogramos. Por lo anterior, se propuso realizar diluciones seriales de cDNA obtenido
a partir de 0.3 ug, lo que nos permitié la amplificacion de miR-223 en al menos tres de las
diluciones realizadas.

Se selecciond la diluciéon de 1/100 para el trabajo experimental, debido a que la curva
exponencial de amplificacion fue constante y no decae al término del ciclado, en

comparacion con otras las diluciones.

Posteriormente, se evalud la expresion de miR-223 en las células AD-293 transfectadas
con el vector pLVXmIiR-223, con respecto a las no transfectadas. El nivel de expresion de
miR-223 en las células AD-293 transfectadas, no puede compararse con el nivel de
expresion de la linea celular U937, en términos de cuantas veces mas miR-223 se
expresa por el vector y cuanto de manera enddgena, por ser lineas celulares diferentes.
Solo podria decirse que hay mas miR-223 en las AD-293 de manera exbégena con
respecto a las U937 que lo expresan enddégenamente.

Lo anterior tiene una explicacién légica al observar que el vector de expresion pLVXmIR-
223 es un sistema disefiado especificamente para promover la expresion de RNAs no
codificantes, mediante el promotor fuerte U6 humanizado tipo Pol lll, que le confiere una
mayor eficiencia de expresion del pre-miRNA. En cambio, la maquinaria endbégena de
sintesis para miR-223, en las células U937, es dirigida por un promotor Pol I, ademas de
poder ser inducida por del microambiente celular, en donde existen estimulos para que la

expresion del miRNA aumente o disminuya.

La integridad de las secuencias clonadas en los diferentes plasmidos permitio la
evaluacion de la funcionalidad de los mismos, mediante ensayos de luciferasa. En donde

se observa que la actividad de luciferasa Renilla en los controles (células no trasnfectadas
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y células transfectadas solo con el plasmido pLVX-miR-223), no presentan actividad de
luciferasa como se esperaba, al no poseer el gen que codifica para luciferasa. En el caso
del control de psiCHECK2 vacio, la sefial emitida por este vector vacio era demasiado
alta, al grado de no ser detectada por el luminémetro. La cantidad de plasmido usada para
la primera transfeccion fue de 1 ug, por lo que se decidi6 realizar un segundo experimento

con 50ng, en donde ya no se tuvo el problema de saturacion del sistema.

En al caso de las co-trasnfecciones (pLVX-miR-223:psiABCB1wt; relacién 1:1), la
actividad de luciferasa decayd, como era esperado, comparado con el vector vacio
psiCHECK. Esto sugiere una interaccién de miR-223 con el UTR-3’ de Pgp-170 causando
una inhibicién traduccional del gen de luciferasa, por lo que la actividad de la misma,
disminuyo. Por lo tanto, para conocer si la interaccion es directa y no causada por otro
factor del microambiente; se evalué la actividad de luciferasa para el UTR-3’ de Pgp-170
con el sitio de unién al miRNA mutado, en donde se observa que esta actividad de
luciferasa se restablece. Esto nos indic6 que al estar mutado el sitio de unién para miR-
223, este miRNA no es capaz de unirse su blanco, por lo tanto no inhibe la traduccion,

denotando asi que hay una regulacion directa.

También se observa que al cotransfectar el plasmido psiABCB1mut + miR-223, las
unidades de luciferasa no alcanzan los niveles del vector vacio como se esperaria. Sin
embargo, debido a que se realiz6 una co-transfeccion, la eficiencia de transfeccion no es
la misma que si solo se transfectara un solo plasmido. Es decir, al tratarse de dos
plasmidos diferentes, existe la posibilidad de que algunas células incorporen el plasmido
reportero, pero no el que expresa miR-223 y viceversa. Solo algunas células incorporaran
ambos, lo que sin duda disminuira la sefial. Esto podria resolverse evitando una
cotransfeccion de plasmidos y en lugar de ello utilizar moléculas de RNAs de doble
cadena fabricados sintéticamente para imitar a los miRNAs nativos (un mimic de miR-223)
0 utilizando una linea celular que exprese miR-223, como las U937, pero que los
problemas para la transfeccion de los plasmidos, no sea una limitante para su uso.

En la figura del anexo 1 de un articulo recientemente publicado (Feng, X. 2012), podemos
observar una regulacién directa del miR-126 con el UTR-3" del su mRNA blanco y cuyo
resultado es muy similar a la regulacion que encontramos con miR-223, observando que
aun utilizando el mimic de miR-126, la actividad de luciferasa no se restablece

completamente.
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Se realizaron dos experimentos independientes, con tres repeticiones cada uno, pero con
concentraciones de plasmido diferentes (50ng y 1ug, respectivamente) que sugieren
fuertemente una regulacion directa entre miR-223 y su blanco, estos experimentos no
pueden ser promediados al no tratarse de las mismas condiciones experimentales, por lo
que es conveniente realizar un par de experimentos mas repitiendo alguna de las dos
condiciones, para poder realizar un andlisis estadistico, con valores significativos que
corroboren que existe contundentemente una regulacion directa del UTR-3’ de Pgp-170, a

través de miR-223.
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Xl.  CONCLUSIONES.

El vector de expresion pLVX-miR-223 es funcional para expresar miR-223 y permitié
demostrar la regulacién postranscripcional ejercida por este miRNA sobre la region UTR-

3’ de mdrl, en células en cultivo AD-293.
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XIlI.

PERSPECTIVAS.

Repetir los ensayos de luciferasa para poder obtener la estadistica que
corroboren la regulacion post-transcripcional directa del UTR-3’ de Pgp-170 a
través de miR-223.

Evaluar la expresion de Pgp-170 por ensayos de inmunofluorescencia, al

transfectar miR-223, para corroborar la expresion ya mencionada.
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X, ANEXOS.

1) Regulacion postranscripcional de IKBA a través de miR-126, grafica con un

comportamiento similar al trabajo realizado con miR-223.
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Figura 22. Efecto regulador de miR-126 en el UTR-3’ de IKBA en células HT29. Se transfectaron con vector original dual

reportero de luciferasa (psi-vector), el mismo con el sitio tipo silvestre para miR-126 en de IKBA (psi-IKBA) o el sitio mutado

(psi-mutlKBA). La actividad de Luciferasa de Renilla (normalizada a la actividad de luciferasa de luciérnaga) se midi6 24

horas después de la transfeccion. (A) la actividad relativa de luciferasa de Renilla se redujo en células transfectadas con el

tipo silvestre IKBA (psi-IKBA) en comparacion con el que con la psi-vector (100 ng/pozo de un placa de 24 pozos). Renilla

relativa actividad de la luciferasa fue restaurada en las células transfectadas con el mutante de constructo (psi-mutlIKBA).

(* P <0.05 comparado con el de psi-vector). (Feng, X. 2012).
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