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Il RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de ARNs no codificantes que
regulan ARNm blanco a niveles post- y transcripcional, afectando asi procesos
importantes en el desarrollo del cancer. Sin embargo, no se conoce acerca de los
eventos moleculares que controlan la expresiéon de miRNAs en cancer cervical (CC).
La oncoproteina E7 del VPH-16 en conjunto con los estrogenos son suficientes para
inducir displasia cervical de alto grado y cancer invasor en un modelo murino. En
este trabajo, se determind el papel potencial que la oncoproteina E7 y el 17p-
estradiol (E2) juegan en la desregulacion de la expresion de miR-21 y miR-143.
Encontramos que, mientras la expresion de miR-21 fue aumentada, la de miR-143
fue disminuida por la oncoproteina E7 del VPH-16 in vivo e in vitro y el E2 también
altera los niveles de miR-21 y miR-143 in vivo. El aumento en la expresién de miR-
21 conllevo a la disminucion de la expresion de PTEN y la disminucidn de miR-143
condujo al incremento de los niveles de ARNm y proteina de Bcl-2. Estos resultados
sugieren que la oncoproteina E7 del VPH-16 y E2 juegan un papel importante en la
regulacion de la expresion de miR-21 y miR-143. Asimismo, se observaron
resultados similares en pacientes con CC positivos al VPH-16, por lo que en este
estudio se resalta la importancia del papel de los miRNAs en tejido cervical y la

implicacidn que tienen estas moléculas en la carcinogénesis cervical.



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are a class of non-coding RNAs that negatively
regulate their target mRNAs at post- and transcriptional level, thereby affecting
crucial processes in cancer development. However, little is known about the
molecular events that control miRNAs expression in cervical cancer (CC). HPV-16
E7 oncoprotein in conjunction with estrogen are sufficient to produce high grade
cervical dysplasia and invasive cervical malignancies in a mouse model. In this
study, we determined the potential role that the E7 oncoprotein and 173-estradiol
(E2) play in the deregulation of miR-21 and miR-143 expression levels by these two
risk factors. We found that the expression of miR-21 was upregulated and the
expression of miR-143 was downregulated by the HPV-16 E7 oncoprotein in vivo
and in vitro and that Ez treatment is also implicated in the deregulation of these
important miRNAs in vivo. Sustained upregulation of miR-21 resulted in suppression
of PTEN expression, and repression of miR-143 increased the mRNA and protein
levels from Bcl-2. These results suggested that HPV type 16 E7 oncoprotein and E2
play an important role in regulating miR-21 and miR-143 expression. We have
observed similar results in CC patients containing HPV-16 sequences. This study
highlights the roles of miRNAs in cervical tissue and implicates these important

molecules in cervical carcinogenesis.
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ll.  INTRODUCCION
3.1 CANCER CERVICAL Y VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El cancer cervical (CC) es un problema de salud mundial asociado a la
infeccion del virus del papiloma humano (VPH). Los VPH tienen tropismo por las
células epiteliales, por lo que pueden producir infecciones tanto de piel como de
mucosas. La mayoria de las infecciones por VPH son clinicamente inaparentes y no
producen anormalidades citolégicas. Sin embargo, las infecciones persistentes con
ciertos tipos de VPH pueden causar CC, el cual es el tercer tipo de cancer mas
comun en mujeres a nivel mundial y el segundo tipo de cancer mas frecuente en
México (GLOBOCAN, 2012).

Los virus que son capaces de infectar las mucosas se dividen, de acuerdo a
si su infeccidon puede conducir o no al desarrollo de cancer, en genotipos de alto y
bajo riesgo (Zaldivar Lelo de Larrea et al., 2012). Dentro los VPH de alto riesgo
(VPH-AR), los cuales son considerados como carcindgenos y estan asociados con
mas del 99% de los canceres del cérvix, destacan los tipos 16 y 18 que se
encuentran en aproximadamente 85% de todos los canceres del cuello uterino
(Evans et al., 2010). De manera notable, VPH-16 se encuentra presente entre el 50-
60% de todos los tumores malignos del cuello uterino (Doorbar, 2006), el VPH-18
esta involucrado en un 10-20%, mientras los VPHSs tipo 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68 y 73 juntos constituyen el 20-30% restante de los CC (Munoz et al.,
2003).

El CC ocurre en dos formas predominantes: carcinoma escamoso Yy
adenocarcinoma. El tipo histolégico mas comunmente encontrado en las mujeres
es el carcinoma escamoso (80% de los casos) y esta mas frecuentemente asociado
al VPH-16 (Lizano-Soberén et al., 2009). El adenocarcinoma es el segundo tipo
histolégico mas comun y aunque el VPH tipo 16 también es el mas frecuente, la
proporcion de los genotipos 18 y 45 aumenta significativamente en este tipo de

tumores (Reimers et al., 2009).
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3.2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL LOS VPHs

El virus del papiloma humano pertenece a la familia Papillomaviridae y su
genoma esta compuesto por una doble cadena de acido desoxirribonucleico (ADN)
de aproximadamente 8,000 pb y ocho o nueve marcos abiertos de lectura (ORF,
Open Reading Frame), los cuales son transcritos como mRNA policistrénicos
(Doorbar, 2006; Hebner and Laimins, 2006) (Figura 1). Los ORF dan lugar a
diferentes proteinas: de transcripcion temprana (E1,E2, E4, E5, E6 y E7) y de
transcripcion tardia (L1 y L2) (Kirnbauer et al.,, 1992). De las proteinas de
transcripcion temprana, E1 y E2 se encargan de regular la replicacion vy
transcripcion viral, respectivamente; mientras que las proteinas E5, E6 y E7,
intervienen en el control del ciclo celular asi como de la transformacion celular
(Hausen, 2006; Maufort et al., 2010; Minger et al., 2004). La proteina E4 se expresa
a lo largo de la fase tardia del ciclo viral, la cual interviene en la fase de la

maduracion de la particula viral (Doorbar et al., 1986).

o,
o sJom:\ b T

“ poli-A
Al (tardia) \ <

VPH :

Estimulacion de
crecimiento

Figura 1. Organizacién del genoma de los VPHs. El genoma del VPH es una molécula de ADN
circular de doble cadena. Se divide en tres regiones: la region larga de control (LCR) que no
contiene marco de lectura alguno, pero esta involucrada en la regulacion de la expresion génica
y replicacion viral; la region temprana, que contiene los genes E1 a E8 de los cuales E6 y E7 son
considerados oncogenes, E1y E2 necesarios para la replicacién y transcripciéon del genoma viral
y E4 es necesario para el ensamblaje y liberacion viral; y la regién tardia que contiene a los genes
L1y L2, los cuales conforman la capside (Zaldivar Lelo de Larrea et al., 2012).
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Las proteinas de transcripcion tardia conocidas como L1 y L2 se asocian
para formar la capside, la cual envuelve al ADN circular de doble cadena (Hagensee
et al., 1993).

Los VPHSs tienen un tropismo muy definido por las células del tejido epitelial
estratificado queratinizado. La infeccidn por VPH ocurre a través de abrasiones en
el epitelio, que exponen las células de la capa basal a la entrada de las particulas
virales. Una vez en el interior, el ciclo del virus esta intimamente unido al programa
de diferenciacion de las células y aprovechando la maquinaria celular se replica y
se propaga (Figura 2) (Frazer, 2004). Poco después de la infeccion, comienza la
replicacion de los episomas virales, la cual es independiente del ciclo celular y se
producen aproximadamente de 50 a 100 copias por célula (Moody and Laimins,
2010). En esta etapa la expresion viral es minima, la expresion de los oncogenes
virales E6 y E7 esta bajo un control muy estricto, por o que sus transcritos son
escasamente detectables. Cuando el queratinocito entra al estatus de
diferenciacion, sale del ciclo celular e inicia un aumento masivo en la expresion de
los genes virales, formandose al menos 1000 copias de virus por célula, con
abundante expresién de los genes tempranos E6 y E7 y la expresion de genes
tardios (Middleton et al., 2003). EI VPH replica su genoma utilizando dos proteinas;
E2, una proteina de union a ADN que se une al origen de replicacion y recluta a E1,
una helicasa viral que abre la cadena de ADN e inicia la replicacién en asociacion
con factores celulares. E1 y E2 requieren de interacciones con proteinas de
reparacion y replicacion de ADN propias de la célula huésped (Morin et al., 2011).

Durante la fase inicial de infeccion, el VPH existe como un episoma nuclear,
pero la integracion del genoma del VPH al genoma huésped es un paso importante
en la progresion neoplasica del cérvix (Pett et al.,, 2004b) . La integracion del
genoma viral causa delecion o alteracion del gen regulador viral E2, reteniendo un
segmento variable que incluye a los genes E6 y E7, lo cual origina el incremento en
la replicacion de estos oncogenes virales (Jeon and Lambert, 1995). Las células

que contienen al virus integrado adquieren ventajas de crecimiento sobre las que
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contienen episomas virales, lo cual provoca la expansion clonal de estas células

(Duensing and Munger, 2002).

INFECTADO  virienven (@) NORMAL
3 4 | El VPH infecta tejido epitefial a
Celula escamosa . 3 través de lesiones o mircoabrasionss

.2 T o~ Canula
Virion e oo N Sy, presentsdora de
vPH |1 ° 49’/ ) S 5 \— anfigann (APC)
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Liyl2 escamosa
g madura
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2 Capa
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transitoria e opitetial

Celulas madre
| EBy ET Células madra
ot - T——
2 tETy E2 £ \1‘ ' N
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E1 ¥ E2 Nature Reviews | Iimmunology

Figura 2. Infeccién del epitelio escamoso por el VPH. Después de la infeccion, los genes
tempranos del VPH: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 se expresan y el ADN viral se replica a partir del
ADN episomal. En las capas superiores del epitelio el genoma viral se replica y los genes tardios
L1y L2, y E4 son expresados. Las proteinas L1 y L2 encapsulan el genoma viral para formar
viriones en el nucleo. La progresion de las lesiones a cancer microinvasor e invasor es asociada
con la integracion del genoma viral al de la célula huésped por lo que se ve un incremento en la
expresion de E6 y E7 con pérdida de la expresion de E2 (Frazer, 2004).

3.3 CARACTERISTICAS DE LA ONCOPROTEINA E7 DEL VPH

La oncoproteina E7 es de aproximadamente 98 aminoacidos, posee tres
regiones conservadas (RC1, RC2 y RC3), nombradas asi por su similitud en
secuencia de aminoacidos con la proteina E1A de adenovirus. La RC1 esta
constituida por los residuos 1-15 del extremo amino terminal. La RC2 esta formada
por los residuos 16-38 y contiene el motivo Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE), que
establece interacciones de alta afinidad con la proteina de retinoblastoma (pRb)
(Dyson et al., 1992a). Finalmente la RC3 esta constituida por los residuos 39-98 del

extremo carboxilo terminal; esta region contiene dos motivos CXXC, los cuales

4
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forman una estructura de dedo de zinc, lo que le permite actuar como factor de
transcripcion (Figura 3) (Massimi et al., 1997; Mclintyre et al., 1993; McLaughlin-
Drubin and Minger, 2009).

Transcripcion de genes Reprogramacion epigenética

Wi

a7 49 116 Sintesis
FE -LYDE VPEVIDLTCHEAGFPPSD! AdS E1A aberrante
Muerte o .00 BB EooRe e e
celular =S 4 e
2 15/16 37/38
i ; M % Sefializacién
Metabolismo pRB bdg N de citosinas

celular PRB degradation
Degradaci6n de proteinas Inestabilidad genética

Figura 3. Estructura de la oncoproteina E7. Se muestran los tres dominios conservados
(CR1, CR2 y CR3), asi como el motivo en dedo de zinc en el dominio CR3 vy las principales
procesos celulares en los cuales se encuentra involucrada la oncoproteina E7 del VPH-16
(McLaughlin-Drubin and Munger, 2009).

3.3.1 FUNCIONES DE LA ONCOPROTEINA E7 DE LOS VPHs DE ALTO
RIESGO.

La oncoproteina E7 se asocia con pRB y proteinas “pocket” relacionadas
(p107 y p130), a través del motivo LXCXE del dominio CR2 (Dyson et al., 1992b;
Munger et al.,, 1989). La proteina pRB mantiene un control del ciclo celular,
ejerciendo una accion supresora sobre el factor de transcripcion E2F, que cuando
se encuentra libre promueve la expresion de numerosos genes involucrados en la
progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. pRB se une a E2F y forma un
complejo (pPRB/E2F) que mantiene secuestrado este factor de transcripciéon durante
la fase G1 del ciclo celular. La interaccion de E7 con pRB conduce a la disociaciéon
del complejo pRB/E2F y a la degradacion subsecuente de pRB (Figura 4), por lo
que la activacion prematura de E2F conduce a que se encienda la transcripcion de
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numerosos genes requeridos por la célula para entrar a la fase S (Attwooll et al.,
2004; Dyson, 1998).
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Figura 4. La oncoproteina E7 afecta numerosos procesos celulares a través de
interacciones con multiples proteinas celulares. La oncoproteina E7 desestabiliza el arresto
de paso G1-S e induce hiperproliferacion a través de la inhibicion del supresor de tumor
retinoblastoma (RB) y la activacion de genes responsivos a E2F. E7 también afecta la expresion
de genes celulares por la interaccion con deacetilasas de histonas (HDACs) y E2F6. E7 desregula
el control del ciclo celular por inhibicion de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas
(tales como: p21 y p27), la estimulacién de la ciclinas y la activacion de la quinasa dependiente
de ciclina 2 (CDK2). La oncoproteina E7 induce la sintesis anormal del centromero por
incrementar la actividad de CDK2 y por interaccionar con y-tubulina, conduciendo a inestabilidad
genética. E7 induce daino al ADN e activacion de la via ATM-ATR (ataxia telangectacia-mutada-
ATM y dafio al ADN en respuesta a RAD3), lo cual contribuye a la acumulacién de alteraciones
en los cromosomas. La expresion de E7 bloquea apoptosis dependiente a p53, permitiendo
replicacion en presencia de dafio a ADN, lo cual conduce a un incremento de la inestabilidad
cromosomica. La interaccién de E7 con p600 evita que la célula muera por “anoikis”, permitiendo
crecimiento libre de anclaje y la progresion maligna. La interaccion de E7 con componentes de
respuesta a interferdn (IFN), tales como IRF1 y p48 contribuye al escape de la respuesta inmune
y al establecimiento de una infeccion persistente (Moody and Laimins, 2010).

La funciéon oncogénica de E7 para desregular multiples procesos celulares
tales como diferenciacién, proliferacion, arresto del crecimiento y apoptosis no
solamente depende de la unidén con pRB sino también por la interaccion con 20 o
mas proteinas diferentes nucleares y citoplasmaticas. Un gran patrén de
interacciones de E7 ha sido identificado, incluyendo a ciclina A, CDK2, inhibidores
de quinasas dependientes de ciclinas (p21¢'P1 y p27KIP1) (Dyson et al., 1992b; Funk
et al., 1997; Tommasino et al., 1993), coactivadores transcripcionales (CBP/p300,
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pCAF, TBP)(Avvakumov et al., 2003; Bernat et al., 2003; Huang and McCance,
2002), remodeladores de la cromatina (deacetilasas de histonas y acetil
transferasas de histonas) (Brehm et al., 1999), factores de transcripcion (E2F1,
E2F6 y MMP2, NuMA, y-tubulina, IRF1, p600, etc.)(Barnard and McMillan, 1999;
Hwang et al., 2002; Lischer-Firzlaff et al., 1999; McLaughlin-Drubin et al., 2008;
Nguyen et al., 2008; Nguyen and Munger, 2009) (Figura 4).

La oncoproteina E7 es conocida como un potente inductor de la proliferacion
por su habilidad de atenuar los controles del ciclo celular y por aumentar la
expresion de genes necesarios para la progresion del ciclo celular. Por ejemplo, E7
puede alterar la capacidad proliferativa de queratinocitos infectados a través del
bloqueo de los inhibidores dependientes de ciclinas (p21°P! y p27KIP1), quienes
actuan como reguladores negativos del ciclo celular, y son reguladores clave en el
bloqueo del ciclo celular en respuesta a sefales de diferenciacion (Dyson et al.,
1992b; Funk et al., 1997; Tommasino et al., 1993).

En queratinocitos se ha observado que la expresiéon de E-cadherina es
reprimida por E7 a través de la activacion de DNMT1 (DNA metiltransferasa de
histona 1) (Burgers et al., 2007), lo que conduce a la pérdida de uniones célula-
célula, por lo que la oncoproteina E7 incrementa la migracion, invasion y metastasis
tumoral. Sin embargo, el desprendimiento de las células epiteliales de la matriz
extracelular activa la apoptosis mediada por caspasas (también conocido como
“anoikis”) para prevenir el crecimiento independiente de anclaje, mientras que p600
esta involucrada en la resistencia a muerte celular por “anoikis” (Tasaki et al., 2005).
Por otro lado, se ha demostrado que E7 se une a p600 y esta interaccién permite
que haya un crecimiento celular libre de anclaje, promoviendo asi la transformacion
celular por E7 (Huh et al., 2005).

E7 se une directamente al factor de transcripcion E2F6 y esta interaccion
tiene un impacto negativo sobre la actividad de este factor que es un componente
importante del complejo represor Polycomb (PRC), por lo que la sobreexpresion de
E7 afecta gravemente la formacion de los complejos E2F6-PcG (McLaughlin-Drubin
et al., 2008). Adicionalmente a la interaccion de E7 con factores de transcripcion,
esta es capaz de regular la expresion de genes celulares a través del
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remodelamiento de la cromatina. Diversos estudios han revelado que la
oncoproteina E7 puede interactuar directamente con Mi2, un componente clave del
complejo HDAC NuRD conduciendo a la de-represion de la transcripcion de genes
y favoreciendo el crecimiento celular (Brehm et al., 1999). Asi mismo se ha
observado que E7 se une y secuestra a HDAC, permitiendo la activaciéon
trancripcional de genes pro-angiogénicos, tales como: factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), anhidrasa carbonica (CA9), trombospondina-1 (TSP-1)
y fosfoglicerato quinasa (PGK) (Bodily et al., 2011). También E7 esta involucrada
en la induccién de dos desmetilasas de histonas, KDM6A y KDM6B (McLaughlin-
Drubin et al., 2011). El incremento en la expresion de KDM6A y KDM6B conduce a
una disminucion de la tri-metilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3), la
cual es una marca epigenética requerida para el reclutamiento del grupo represivo
Polycomb (PRC) para inactivar la transcripcion de sus genes diana (Schwartz and
Pirrotta, 2007), por lo que E7 induce una disminucion de H3K27me3 provocando
una proliferacion aberrante y transformacion celular.

La respuesta inmune puede ser evadida por la oncoproteina E7 a través de
la atenuacion de la sefial de IFN o TNF, actividad que es mediada por la asociacion
de E7 con IRF-1 conduciendo a la supresion de la expresién de genes antivirales
implicados en la respuesta anti-viral, incluidos IFNJ, proteina 1 quimiotactica de
monocitos (MCP1), transportador de procesamiento de antigenos 1 (TAP1) (Park et
al., 2000). Ademas, E7 es capaz de hacer resistente a la célula al factor de necrosis
tumoral o (TNF-a). TNF es producido por las células citotoxicas T y es un potente
simulador de apoptosis para eliminar la células infectadas por virus y se ha
demostrado que E7 altera tanto la sefal pro-apoptética mediada por TNF como la
actividad de la caspasa 8, esto para proteger a la célula de la muerte inducida por
TNF(Thompson et al., 2001).

Por otro lado, se ha observado que la oncoproteina E7 juega un papel
importante en la induccion de aberraciones cromosdmicas y aneuploidias (Duensing
et al., 2000; Pett et al., 2004a). Ha sido observado que estos efectos oncogénicos
son necesarios, pero no suficientes para desencadenar la progresion a cancer

cervical invasivo y la acumulacion de cambios genéticos secundarios durante la
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infeccion persistente es el punto clave para desencadenar la oncogénesis mediada
por VPH. Se ha observado que la oncoproteina E7 causa la deslocalizacién de la
dineina del huso mitético y su actividad esta mediada por la proteina del aparato
mitético nuclear (NuMA) (Nguyen and Minger, 2009). NuMA y dineina son proteinas
clave en el mantenimiento de la polaridad del epitelio y fue encontrado que la
interaccion de E7 con NuMA/dineina perturba el proceso de estratificacion normal
del epitelio, favoreciendo la expansion de células basales infectadas para la
amplificacion del genoma viral y la persistencia de la infeccidon. También se ha
documentado que E7 a través de su motivo LXCXE puede asociarse con y-tubulina,
lo que conduce a una dramatica reduccion de la cantidad de y-tubulina
repercutiendo en el huso mitético, lo cual ocasiona anormalidades cromosémicas
(Nguyen et al., 2007).

3.4 ESTROGENO Y CANCER CERVICAL

El estrogeno, a través de sus receptores nucleares ERa, ERB y su receptor
de membrana GPR30, influye en proceso fisioldgicos de varios tejidos/sistemas
incluidos pero no limitados al tracto reproductivo femenino, mama, colon, cerebro,
cardiovascular y sistema inmune (Deroo and Korach, 2006). El estrogeno se une a
sus receptores en el citoplasma e induce mono- o dimerizacion y es introducido al
nucleo, donde activa o reprime genes a través de dos mecanismos diferentes: via
clasica, donde estrogeno-ER se une a elementos de respuesta a estrégenos (ERE)
y modula sus genes diana, y la via no-clasica, donde el estrégeno-ER se une a
factores de transcripcion como AP1 y SP1 y modifican la funcién de estos factores.
El estrogeno también puede unirse al receptor de membrana GPR30, un miembro
de la familia de receptores acoplados a proteina G, lo que conduce a una rapida
activacion de varias vias de sefalizacion, incluida pero no limitada a las vias
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK)
y la sefializacion por Ca?* (via no-genomica) (Figura 5) (Chung et al., 2010).

A pesar de que se ha demostrado que el efecto oncogénico del VPH es
necesario pero no suficiente para el desarrollo de CC, se requiere de la participacion

de otros factores importantes tales como: sistema inmune, factores quimicos y
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bioldgicos, dentro de los cuales las hormonas sexuales pueden facilitar la
carcinogénesis cervical por diferentes mecanismos, incluyendo la induccién de
metaplasia escamosa en la zona de transformacion del cérvix (Delvenne et al.,
2007).

Estrogeno e Via no-genémica
[ ] ®
° e ® o nanGPR30
Membrana /
Citoplasma J / J \
* Sefalizacién PI3K MAPK

” por Ca2+
7 .
N A=

ERE Sitio AP1/Sp1
Via clasica Via no-clasica

Figura 5. Via de sefializacion del estrogeno (Chung et al., 2010)

Algunos estudios relacionados con el uso prolongado de anticonceptivos
orales muestran que estos son un factor de riesgo para el desarrollo de displasia y
CC (Deligeoroglou et al., 2003). Asimismo, se ha reportado que aquellas mujeres
que usan anticonceptivos orales tienen 1.92 veces mas el riesgo (IC 95%: 1.1-3.3)
para el desarrollo de displasia cervical que las mujeres que no los usan (McFarlane-
Anderson et al., 2008). Por otro lado, fue reportado que mujeres que consumen
anticonceptivos orales por mas de 96 meses tienen 6.01 veces mas el riesgo (IC
95% 2.5-17.9) de desarrollar CC que las mujeres que los usaron por menos tiempo
(Vessey and Painter, 2006). Se reportan resultados muy similares en otros estudios
entre el uso de anticonceptivos orales por periodos entre 5 a 10 afos y desarrollo

de CC (riesgo relativo: 2.2 veces, IC 95%: 1.9-2.4) (International Collaboration of
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Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007). Este riesgo aumenta en las
mujeres infectadas con el VPH (riesgo relativo 2.5 IC 95%: 1.6-3.9) (Moreno et al.,
2002).

3.5 SINERGISMO ENTRE ESTROGENO Y ONCOPROTEINA E7 DEL VPH DE
ALTO RIEGO EN EL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL

La fuerte evidencia de que el estrogeno contribuye en la carcinogénesis
cervical proviene de estudios en ratones transgénicos VPH. En estos ratones se ha
usado la expresion de multiples oncogenes individuales (por ejemplo, E6 y E7) del
VVPH-16 bajo el control del promotor de la queratina 14, quien dirige su expresion a
epitelio escamoso estratificado (piel, cavidad oral, ano, vagina y cérvix). Aunque en
estos ratones transgeénicos se observan tumores espontaneos en piel, raramente
desarrollan cancer cervical espontaneamente (Lambert and Griep, 2007). Sin
embargo, si estos ratones son tratados con 17p-estradiol, eficientemente
desarrollan cancer cervical (Brake and Lambert, 2005; Chung et al., 2008; Riley et
al., 2003).

Riley et al., reportaron que en ratones transgénicos K14E7 VPH-16 la
oncoproteina E7 en conjunto con los estrégenos fueron suficientes para inducir
hiperproliferacién e inhibicion de la diferenciacion epitelial, los cuales son requisitos
necesarios que conducen a una displasia de alto grado. Ademas, observaron que
los estrogenos y la oncoproteina E7 sinergizan para producir lesiones de alto grado
y cancer invasor a los seis meses de tratamiento (Riley et al., 2003), lo que sugiere
que el estrogeno puede ser un carcindgeno directo y que puede contribuir en la
iniciacion de lesiones, también que el estrégeno no solo contribuye en la génesis
sino también en el mantenimiento de neoplasias cervicales (Brake and Lambert,
2005).

3.6 miRNAS
3.6.1 BIOGENESIS Y FUNCION DE LOS miRNAs

Los miRNAs son pequefios RNAs de ~22 nucleétidos de longitud, con un grupo
fosfato en el extremo 5 y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. Después del
descubrimiento del primer miRNA lin-4 en Caenorhabditis elegans en 1993 (Lee et
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al., 1993), estos pequeios RNAs han sido identificados en plantas, animales y en
ADN viral. Los miRNAs actuan como reguladores negativos a nivel post-
transcripcional por union a la regiéon 3' UTRs de sus RNA mensajeros (mRNAs)
diana y dependiendo de su nivel de complementariedad entre miRNAs y el mRNA
diana, pueden reprimir la traduccién o inducir la degradacion del mRNA (Bartel,
2009).

Los miRNAs son originados por un procesamiento que inicia en el nucleo de la
célula y termina en el citoplasma, lugar donde llevan a cabo su funcién. Estos
pequeios RNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il que produce una molécula
larga de RNA, la cual puede exceder 1 kb, conocida como miRNA primario (pri-
miRNAs) (Lee et al., 2004). Este transcrito primario es cortado por la RNasa lll
conocida como DROSHA, la cual se asocia con DGCR8 (en mamiferos) o Pasha
(en Drosophila y C. elegans) (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004). La RNasa Il
(DROSHA) corta de forma asimétrica ambas cadenas en sitios cercanos a la base
de la estructura primaria en forma de “stem-loop”, de forma que el producto
resultante es una molécula de unos 60-70 nucleétidos denominada pre-miRNA
(Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; Lee et al., 2003). Este pre-
miRNA es exportado al citoplasma de forma activa a través del complejo
dependiente de RAN-GTP, Exportina 5 (XPO5) (Bohnsack et al., 2004; Yi et al.,
2003). En el citoplasma el pre-miRNA es cortado por DICER1, una endonucleasa
RNasa lll, asociada a las proteinas TRBP (conocida también como TARBP2).
DICER1 corta de forma asimétrica ambas cadenas del stem dsRNA para generar el
miRNA duplex maduro de aproximadamente 22 nucleétidos (Bernstein et al., 2001).
El miRNA duplex es unido al complejo ribonucleoproteico conocido como “RNA-
induced silencing complex” o (miRISC), conformado por DICER1, TRBP y proteinas
Argonautas (AGO1, AGO2, AGO3 o AGO4) (Gregory et al., 2005). Una de las
cadenas (cadena guia) del miRNA maduro es unida y retenida al complejo miRISC
por alguna de las proteinas Argonauta para guiar al complejo, junto con miembros
de la familia de proteinas GW182, a sus mRNA diana para el silenciamiento post-
transcripcional de genes. Esto ocurre en los cuerpos de procesamiento (P-bodies),
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los cuales son focos citoplasmaticos que son inducidos para el silenciamiento de
mRNA (Eulalio et al., 2007; Gregory et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 6. Biogénesis de los miRNAs. Los genes microRNAs (miRNA) son transcritos como
miRNAs primarios (pri-miRNAs) por la RNA polimerasa Il (Pol Il) en el nucleo. Los pri-miRNAs
largos son cortados por el complejo microprocesador, el cual incluye a DROSHA y a DGCRS8 para
generar miRNAs precursores (pre-miRNAs). Los pre-miRNAs son exportados del nacleo al
citoplasma por la exportina 5 (XPO5) y posteriormente procesados por DICER1, una ribonucleasa
[l (RIN1), la cual produce miRNA maduro. Una de las cadenas de los miRNAs maduros (cadena
guia) es tomada por el complejo de silenciamiento inducido por miRNA (miRISC), del cual forma
parte DICER1 y proteinas Argonautas (AGO), quien dirige al miRISC a su miRNA diana y la union
por complementariedad de secuencia lleva a cabo la supresion de genes ya sea por degradacion
de mRNA o represion traduccional en los cuerpos de procesamiento (P-bodies). TRBP: proteina
de unién a RNA responsiva a transactivacion (Lin and Gregory, 2015).

3.6.2 miRNAS Y CANCER CERVICAL

Los miRNA con base en su patron de expresion en tumores son clasificados
como oncogeénicos o supresores de tumor (Calin and Croce, 2006; Kent and
Mendell, 2006). Asimismo, algunos miRNAs en la célula poseen caracteristicas de

supresor de tumor/pro-apoptético, mientras que otros tienen un papel de anti-
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apoptético/promocién-proliferacion (Kent and Mendell, 2006; Miska, 2005). En
cancer cervical (CC), la infeccion del VPH de alto riesgo puede afectar el patron de
expresion de miRNAs, esto a través de las oncoproteinas E5, E6 y E7, lo cual
contribuye en la patogénesis viral (Gémez-Gémez et al., 2013). Se ha observado
que el perfil de expresion de miRNAs en CC es distintivo al del tejido normal, por lo
que la expresidon de miRNAs puede servir como bio-marcador diagndstico y

pronostico en cancer (Wang et al., 2008).

3.6.3 DISMINUCION DE miRNAS SUPRESORES DE TUMOR EN CANCER
CERVICAL

Varios miRNAs que actuan como supresores de tumor han mostrado
disminucién en su expresién en CC (Cuadro 1). Por ejemplo, la familia de Let-7a fue
el primer grupo identificado como oncomirs (miRNAs relacionados con cancer). Esta
familia de miRNAs regula negativamente la expresion de oncogenes, dentro de los
cuales se encuentra la familia de RAS y se ha observado que el oncogen RAS se
encuentra altamente expresado (Cérdova-Alarcén et al., 2005), mientras que la
expresion de Let-7a es disminuida en CC (Cuadro 1) (Li et al., 2011; Lui et al., 2007).

Otro miRNA que se encuentra disminuido en CC es miR-23b (Lui et al., 2007),
el cual esta estrechamente relacionado con la angiogénesis tumoral. La disminucion
de este miRNA permite la alta expresion MAP3K1, el cual esta relacionado con la
metastasis tumoral (Dufourcqg et al.,, 2008; Minet et al., 2001). Estos reportes
sugieren que la baja expresion de miR-23b pudiera tener un importante papel no
sélo en la angiogénesis sino también en la metastasis del cancer cervical.

Wang et al., 2008 reportd baja expresion de miR-101 en CC. Este miRNA
juega un papel importante en la regulacién de la proliferacion celular, migracion y
angiogénesis a través de la inhibicién de la expresion de EZH2 (Kottakis et al.,
2011). Asimismo, se han observado altos niveles de expresion de mRNA y proteina
de EZH2 en tejido tumoral de CC (Fang J et al., 2011), lo cual sugiere que miR-101
pudiera ser un nuevo blanco para inhibir la proliferacién en CC.

Otro miRNA que ha sido encontrado disminuido en CC es miR-126 (Cuadro
1) (Li et al.,, 2011; Martinez et al., 2008), este miRNA esta involucrado en la
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regulacion de la expresion de VEGF en células tumorales (Liu et al., 2009), se ha
observado que la disminucién de miR-126 conduce al incremento de la expresién
de VEGF, lo cual esta estrechamente relacionada con el proceso de angiogénesis
en cancer cervical (Gaffney et al., 2003; Manavi et al., 2007), por lo que se propone
a miR-126 como un supresor de tumor que juega un papel importante en el proceso

de angiogénesis del CC.

Cuadro 1. Expresion de miRNAs en cancer cervical

Referencia Baja expresion Alta expresion

miR-23b, miR-34a, miR-101,
miR-143, miR145, miR-218,

(Wang et al., 2008) miR-15a, miR146a, miR-223

miR-424,
Let-7b, miR-10b, miR-2
9a miR-99a, miR-125b, miR- miR-15b, miR-16, miR-17, miR-20a,
(Li et al., 2011) 126, miR-218, miR-375, miR-20b, miR-93, miR-106a, miR-
miR-424 155, miR-224
let-7a-c, miR-23b, miR-143,
(Li et al., 2007) miR-196b miR-21
miR-126, miR-143, miR145,
(Martinez et al., 2008) miR-195, miR-218, miR-368, miR-182, miR-183, miR210
miR-497

miR-21, miR- 124, miR-135b, miR-
141, miR- 223, miR- 301b, miR- 4493,
miR-449b, miR-517a, miR-517¢, miR-
545

miR-10a, miR-132, miR-148a,
miR196a, miR-302b

(McBee et al., 2011) miR-218, miR-433

miR- 26a, miR-29a miR-143,
(Pereira et al., 2010) miR-145, miR-99a, miR-199a,
miR-203, miR-513

miR9, miR127, miR-199b, miR-199s,

(Lee et al., 2008) miR-149, miR203 miR-214

Varios estudios han demostrado que la expresion de miR-143 y miR-145 son
significativamente disminuidos en tejido tumoral cervical comparado a tejido normal
(Cuadro 1)(Lui et al., 2007; Martinez et al., 2008; Wang et al., 2008). Asimismo, se
ha observado que la alta expresion estos miRNAs suprime el crecimiento de células
tumorales (HeLa) (Wang et al., 2008), lo cual sugiere que la baja expresion de miR-
143 y miR-145 conduce a la alta proliferacién observada en CC.

En lineas celulares derivadas de CC se ha encontrado baja expresion de
miR-196 (Cuadro 1) (Lui et al., 2007) y la baja expresién de este miRNA conduce a

promover la proliferacion y supervivencia de las células tumorales a través del
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incremento de la actividad del factor de transcripcion HOXB7, el cual activa vias de
supervivencia celular (How et al.; How et al.). Por otro lado, miR-218 esta
frecuentemente disminuido en CC (Li et al., 2011; Martinez et al., 2008; McBee et
al., 2011; Wang et al., 2008) y recientemente fue observado que la baja expresiéon
de miR-218 esta estrechamente relacionada con etapas tardias de cancer cervical,
adenocarcinoma y metastasis a nodulos linfaticos (Yu et al., 2012a), lo cual confirma

que miR-218 puede actuar como un supresor de tumor en CC.

3.6.4 AUMENTO DE miRNAS ONCOGENICOS EN CANCER CERVICAL

Varios miRNAs se encuentran altamente expresados en cancer cervical, lo
cual sugiere que estos miRNAs pudieran tener un papel oncogénico en CC (cuadro
1). El primer ejemplo es miR-21 que tiene como diana a PDCD4, un gen supresor
de tumor (Zhu et al., 2008) y ha sido reportado que en lineas de CC (HelLa) la alta
expresion de miR-21 provoca la disminucion de PDCD4 conduciendo a un
incremento en la proliferacién celular (Yao et al., 2009), esto sugiere que miR-21
tiene un papel oncogénico en cancer cervical.

miR-210 se encuentra localizado en una region no codificante del cromosoma
11, este miRNA es altamente expresado en CC (Cuadro 1) (Martinez et al., 2008).
Recientemente fue encontrado que miR-210 regula directamente la expresion de
MNT (Bernard and Eilers, 2006) y la inhibicién de la expresion de MNT conduce a
la activaciéon de cMYC para promover proliferacion en CC y en lesiones escamosas
intraepiteliales del tejido cervical (Arvanitis and Spandidos, 2008), por lo que se ha
propuesta a miR-210 como oncogénico al promover proliferacién celular a través de
inducir la alta expresiéon de MYC en cancer cervical.

Asimismo, se ha observado en CC alta expresién de miR-223 (McBee et al.,
2011; Wang et al., 2008), el cual esta relacionado en promover pérdida de la
adherencia celular y proliferacion celular al tener como gen diana a DCG3 que
participa en las uniones intracelulares para mantener la integridad del tejido (Wan
et al., 2007). miR-301b es otro miRNA que esta relacionado en la activacion de la

proliferacion a través de disminuir la expresion de RASAL1, un inhibidor de RAS
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(Bernards and Settleman, 2009); miR-301b se ha observado altamente expresado
en CC (McBee et al., 2011).

3.6.5 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO DE ALTO RIESGO ALTERA LA
EXPRESION DE miRNAs EN CANCER CERVICAL

Diferentes estudios han mostrado que multiples miRNAs son alterados en CC
positivos a la infeccion de VPH de alto riesgo comparado con tejido negativo a la
infeccion o a tejido normal (Martinez et al., 2008; Wang et al., 2009).

Calvin GA et al., reportaron que en un “cluster” de sitios fragiles (FRAs por
sus siglas en inglés) en el cromosoma 17923, se encuentran tres sitios de
integracion del VPH-16 y cuatro genes de miRNAs (miR-21, miR-301, miR-142s y
miR-142as); en este estudio se concluye que estos miRNAs son blanco de la
integracion viral, lo que conduce a una desregulacion de su expresion en CC
positivo a la infeccion del VPH-16 (Calin et al., 2004 ). Por otro lado, se ha observado
que lineas celulares (CaSki y SiHa) y carcinoma de células escamosas positivas
al VPH-16 presentan alta expresion de miR-21 comparado a tejido normal sin
infeccion de VPH (Yao and Lin, 2012) . Sin embargo, la comparacion entre el perfil
de expresion de miRNAs en lineas celulares que tienen genoma viral y aquellas que
presentan la infeccion en forma episomal no se observaron cambios significativos
(Martinez et al., 2008). Estas observaciones sugieren que solo la infeccion de los
VPH de alto riesgo es suficiente para modificar la expresién de miRNAs.

Se ha identificado que algunos miRNAs son desregulados similarmente entre
VPH-16 y VPH-18, mientras que otros son especificos del tipo viral (Martinez et al.,
2008), por ejemplo en células positivas a VPH-16 (SiHa y CaSki) se ha reportado
una alta expresion de miR-182, miR-183 y miR-210, mientras que la expresion de
miR-1, miR-126, miR-133b, miR-143, miR-145, miR-195, miR-214, miR-368, miR-
451 y miR-7029 se encuentra disminuida en estas células (Martinez et al., 2008).
En células positivas a VPH-18 (HelLa) se encontr6 que miR-182 y miR-183 son
altamente expresados, mientras que miR-1, miR-133b, miR-143, miR-145, miR-214,
miR-368, miR-451 y miR-7029 se encuentran en bajos niveles de expresion en estas
células (Martinez et al., 2008).
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3.6.6 REGULACION DE LA EXPRESION DE miRNAs POR LA
ONCOPROTEINA E7

Como se mencioné anteriormente, los niveles elevados de miRNAs
oncogénicos y la baja expresiéon de miRNAs supresores de tumor en CC esta
frecuentemente asociada a la infeccion por VPH de alto riesgo, por lo que la
alteracion de la expresiéon de miRNAs también esta ligada a la expresion de las
oncoproteinas virales (Gomez-Gomez et al., 2013).

La oncoproteina E7 del VPH-16 induce la expresion de miR-15b en CC
(Myklebust et al., 2011). Es conocido que E7 induce la degradacion de pRB, lo que
ocasiona que se libere E2F del complejo pRB-E2F; E2F libre puede llevar a cabo
su funcidén de factor de transcripcion de genes relacionados con proliferacion (Dyson
et al., 1989; Li et al., 2011; Myklebust et al., 2011), asimismo se ha reportado que la
expresion de miR-15a, miR-15b y miR-16 es regulada por E2F1 y E3F3 (Bueno et
al., 2010; Myklebust et al., 2011; Ofiret al., 2011), lo que sugiere que la oncoproteina
induce la alta expresion de los mencionados miRNAs a través de la via E2F (Gomez-
Gbémez et al., 2013).

La oncoproteina E7 del VPH-16 también es capaz de inducir la alta expresion
de miR-27b para promover proliferacion e invasién en CC (Zhang et al., 2015); esto
lo logra a través de disminuir la expresion de su gen diana PPARY, el cual juega un
papel muy importante en la supresion de la progresion del CC (Zhang et al., 2015).
Estos datos sugieren que la induccion de la alta expresion de miR-27b por la
oncoproteina E7 en CC es para promover proliferacion celular e invasiéon de las
células de carcinoma cervical.

miR-203 es un miRNA muy importante en el control de la diferenciacién de
los queratinocitos indiferenciados de tejido epitelial (Yi et al., 2008) y se ha
observado que este miRNA es regulado negativamente por la oncoproteina E7 de
los VPHs de alto riesgo causando un bloqueo de la diferenciacion celular, a través

de la via de las MAP cinasas/proteina cinasa C (Melar-New and Laimins, 2010).

18



Goémez-Gémez Y. 2016
X

3.6.7 REGULACION DE LA EXPRESION DE miR-21 Y miR-143 POR LA
ONCOPROTEINA E7 Y LOS ESTROGENOS

miR-21 y miR-143 son aberrantemente expresados en cancer cervical y
estan estrechamente relacionados con el desarrollo de esta neoplasia (Deftereos et
al., 2011; Liu et al., 2011). miR-21 es un miRNA, que tiene la funcién de oncogén
por tener como genes diana a genes supresores de tumor, entre lo que se encuentra
la Troponina | (TPM1), muerte celular programada 4 (PDCD4) y homdlogo de la
fosfatasa y tensina (PTEN); los altos niveles de miR-21 ocasionan proliferacion
celular e inhibicion de la apoptosis conduciendo a invasion y metastasis del cancer
(Yao et al., 2009).

Por otro lado, miR-143 puede tener un importante papel en la patogénesis de
CC como supresor de tumor al regular la expresion de Bcl-2, una proteina anti-
apoptatica. Se ha observado en lineas celulares derivadas de CC que el aumento
de la expresion de miR-143 condujo a un incremento de la apoptosis, disminucién
de la expresion de Bcl-2 y aumento en la proliferacion celular. (Liu et al., 2012).
También, se ha reportado que el aumento de la proteina de Bcl-2 esta
estrechamente relacionada con el desarrollo del CC (Pillai et al., 1996), ademas de
estar correlacionada con el grado de lesion intraepitelial cervical (Dimitrakakis et al.,
2000).

Los estrogenos (E2) son otro factor que esta involucrado en la regulacion de
la expresion de miRNAs con funciones oncogénicas y supresoras de tumor. Se ha
observado que los Ezinducen la expresidon de 21 miRNAs y reprime la expresion de
7 miRNAs en la linea celular MCF-7 (Bhat-Nakshatri et al., 2009; Mattie et al., 2006).
En lineas celulares derivadas de cancer de mama se ha observado que la expresion
de miR-21 es incrementada en respuesta al tratamiento de E2 y la disminucion de
este miRNA se correlaciona con el aumento de la expresion de las proteinas de sus
genes diana, dentro de los cuales se encuentra PDCD4 y PTEN (Bhat-Nakshatri et
al., 2009; Mattie et al., 2006). También, se ha encontrado en cancer de mama que
el tratamiento con E2 induce la baja expresiéon de miR-143, conllevando a un
aumento de la expresion de Bcl-2, uno de sus genes diana. Bcl-2 es una proteina

asociada con la membrana interna de la mitocondria, la cual funciona inhibiendo
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apoptosis y promoviendo la supervivencia celular (Yu et al., 2012b). Sin embargo,

no se ha estudiado si la oncoproteina E7 y el ambiente hormonal estan involucrados

en la regulacion de la expresion de estos importantes miRNAs in vivo.

20



Goémez-Gémez Y. 2016
X

IV. JUSTIFICACION

El cancer cervical (CC), en México sigue siendo la segunda causa de muerte
en mujeres que sufren esta enfermedad. En la ultima década se ha determinado
que los microRNAs (miRNAs) juegan un papel muy importante en el desarrollo del
cancer. Se ha observado que los miRNAs regulan positiva y negativamente la
expresion de genes y han sido descritos como oncogenes 0 Como genes supresores
de tumor de acuerdo a sus niveles de expresion en el tumor y a los blancos que
ellos regulan; importantemente, a través de estas pequefas moléculas se ha podido
discriminar entre tejido normal y canceroso.

Los ratones transgénicos K14E7 que expresan la oncoproteina E7 y que
reciben tratamiento con E2, son un buen modelo de carcinogénesis cervical y son
una herramienta muy importante para evaluar los cambios de expresion de miRNAs,
por efecto de la oncoproteina E7 y E2, importantes factores involucrados en el
desarrollo de esta enfermedad. Este modelo nos permitira evaluar el efecto de la
oncoproteina E7 del VPH-16 y los E2 sobre la expresion de miR-21 y miR-143 de
manera separada y en conjunto en tejido de cancer cervical de manera controlada.

Por otra parte, esta bien validado que la progresion de la carcinogénesis
cervical en el modelo K14E7 es muy similar a lo que ocurre en los humanos. Por lo
que, si la expresiéon de miR-21 y miR-143 esta desregulada en tejido cervical, éstos

podrian ser utilizarlos como biomarcadores de infeccién de VPHs de alto riesgo.
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V. OBJETIVOS

GENERAL

Investigar si la oncoproteina E7 del VPH-16 y el 17p-estradiol (E2) desregulan
la expresion de miR-21, miR-143 y sus genes diana, PTEN y Bcl-2,
respectivamente, en tejido cervical de ratones K14E7 con/sin tratamiento durante 6
meses con E2, asi como también en lineas celulares transfectadas con la
oncoproteina E7 del VPH-16 y en muestras de pacientes con cancer cervical

positivas a la infeccion por VPH-16.

ESPECIFICOS

1. Evaluar los cambios de expresion de miR-21 y miR-143 provocados unicamente
por la oncoproteina E7 del VPH-16 usando tejido cervical de ratones
transgénicos K14E7.

2. Evaluar los cambios de expresion de miR-21 y miR-143 provocados por la
oncoproteina E7 del VPH-16 y el 17p-estradiol (E2), usando tejido cervical de
ratones transgénicos K14E7+Eo.

3. Evaluar los cambios de expresion de miR-21 y miR-143 provocados unicamente
por el E2 usando tejido cervical de ratones no transgénicos (FvB+E2).

4. Evaluar los cambios de expresion de miR-21 y miR-143 en lineas celulares
transfectadas con la oncoproteina E7 (Saos-2 + E7).

5. Evaluar la expresion de PTEN y Bcl-2, genes diana de miR-21 y miR-143,
respectivamente, a nivel de mensajero y proteina, tanto en el modelo in vivo
(ratones transgénicos K14E7) como en el modelo in vitro (Saos-2 + E7).

6. Evaluar la expresién de miR-21 y miR-143 en tejido cervical de pacientes con
CC positivas a la infeccién por VPH-16.

7. Evaluar la expresiéon de miR-21 y miR-143 en tejido cervical sano y negativo a
la infeccién por VPH-16
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VI. DIAGRAMA DE TRABAJO

Ratones transgénicos K14E7 y
ratones no transgénicos (FvB)

v | v
Hembras Hembras virgenes
virgenes K14E7 no transgénicas

Genotipificacion
por PCR-Hpa |

}

K14E7 TX con 17p3-estradiol
K14E7
FVB TX con 17p-estradiol

FvB

Extraccion del cérvix

v

Linea celular Mujeres que asisten al
(Saos-2) INC y al Laboratorio
de Biomedicina
Molecular UACQB de
. la UAGro
Transfeccion
con E7 l
Obtencidn de biopsia y/o
v raspados cervicales
Saos-2
Saos-2 +E7 l

Genotipificacion del
tipo de VPH

v

Biopsias positivas a
VPH-16
Raspados cervicales
negativos a VPH

v

Extraccion de RNA total
Extraccion de miRNAs
Extraccion de proteinas totales

!

v

Expresion de miR-21 y miR-143
por TagMan miRNA Assay

Expresion de genes
diana por RT-aPCR

l

[ <

}

Expresion de genes
diana por WB

Resultados

l

Discusién y
Conclusiones

> <«

23



Goémez-Gémez Y. 2016
X

VI. MATERIALES Y METODOS
7.1. MUESTRAS CLINICAS.

Se trabajo con 10 cepillados cervicales de mujeres sanas y negativas a la
infeccion por VPH y 14 muestras de tejido cervical de pacientes con CC positivas a
la infeccion de VPH-16 captadas, y genotipificadas por pruebas moleculares para
identificacion de VPH, entre los anos 2012 y 2013 en los laboratorios de Biomedicina
Molecular y Citologia de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Biologicas
(UACQB) de la Universidad Auténoma de Guerrero en Chilpancingo, Guerrero y en
el Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México, México. Este Trabajo
fue aprobado por el comité de ética de ambas instituciones. El consentimiento
Informado fue obtenido de cada una de las participantes.

Los raspados celulares de las mujeres sanas y negativas a la infeccion por
VPH fueron resuspendidos en buffer fosfato salino [(6.4 mM Na2HPO4, 1.5 mM
KH2PO4, 140 mM NaCl y 2.7 mM KCI (pH 7.2)] y mantenidos sobre hielo hasta su
procesamiento. Las muestras fueron centrifugadas y lavadas con buffer de lavado
[10 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 1.5 mM MgClz, 10 mM KCI y 1 mM ditiotreitol],
posteriormente el boton celular fue congelado con nitrégeno liquido y fue
almacenado a -80°C para usarse en la obtencion y cuantificacion de miRNAs y
ARNmM.

7.2. LINEAS CELULARES

La linea celular de Osteosarcoma (Saos-2) fue obtenida de la “American
Type Culture Collection (ATCC)”. Estas células fueron cultivadas en Medio de
Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2
mM L-glutamina y 100 U/mL penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e incubadas a 37°C en un ambiente humedo con un 5% de CO2. La
transfeccion del oncogén E7 (plasmido pcDNA3E7) fue realizada usando
lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Con el fin de obtener una linea celular estable, se seleccionaron las

células transfectadas durante 2 semanas en un medio de crecimiento que contuvo
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1,200 ug/ml de geneticina (G418) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para mantener
las clonas seleccionadas, las células se mantuvieron en cultivo con 800 ug/ml de
G418.

7.3. RATONES TRANSGENICOS

Ratones hembra FvB fueron obtenidas de la cruza de ratones con fondo
genético FvB (no transgénico, NT), mientras que los ratones hembra transgénicas
K14E7 fueron obtenidas de la cruza de un macho K14E7 heterocigoto y una hembra
FvB, de acuerdo a lo reportado por Herber et al., 1996 y Riley et al., 2003. Todos
los ratones fueron criados en instalaciones libre de patdégenos, de acuerdo a lo
indicado por la Asociacion América del Cuidado de Animales de Laboratorio-
Internacional (AAALAC-Internacional). Todos los experimentos y procedimientos en
los ratones fueron aprobados por la Unidad de Produccién y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL-CINVESTAV-IPN, México; NOM-062-Z00-1999).

El raton transgénico K14E7 tiene insertado en su genoma el gen de la
oncoproteina E6 y E7 bajo el control de la queratina 14 (K14), sin embargo, en la
region correspondiente a E6 contiene un terminador de la traduccion, el cual permite
que sélo se traduzca la oncoproteina E7 dandoles caracteristicas fenotipicas muy
particulares como piel arrugada, catarata en ambos ojos y menor peso. Para la
genotipificacion de estos ratones, se amplifico un fragmento de 800pb
correspondientes al transgén que posteriormente fue sometido a una digestion con
la enzima Hpal, la cual realiza el corte a nivel del terminador de la traduccién,
generando dos fragmentos de DNA de 750 y 50 pb que caracterizan a los ratones
transgénicos, fragmentos que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5% con

una tincidon con bromuro de etidio.

7.4. TRATAMIENTO HORMONAL

Los ratones hembra FvB y K14E7 fueron tratados con 173-estradiol (E2) de
acuerdo a lo reportado previamente (Riley et al., 2003). Brevemente, los animales
tratados con estradiol, iniciaron su tratamiento al mes de edad con un “pellet’
insertado en la zona dorsal, el cual liberan 0.05 mg de E2/60dias (Innovative

25



Goémez-Gémez Y. 2016
X

Research of America, Sarasota, FL). Los ratones fueron tratados con la hormona
durante 6 meses; a lo largo de todo el tratamiento fueron requeridas la insercidon de
3 “pellets”. Por tanto, al término de los tratamientos los animales tuvieron 7 meses
de edad. Fueron incluidos 4 grupos, de 5 ratones hembra en cada uno, que
consistieron en: 1) hembras K14E7 tratadas con 17p-estradiol (K14E7+E2), 2)
hembras K14E7 sin tratamiento (K14E7), 3) hembras no transgénicas tratadas con

17B-estradiol (NT+E2) y 4) hembras no transgénicas sin tratamiento (NT).

7.5. SACRIFICIO DE RATONES Y DISECCION DEL TEJIDO CERVICAL

Una vez concluidos los tiempos de tratamiento, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical e inmediatamente se extrajo el cérvix, el cual
fue colocado en solucion “RNA later” (Ambion) para conservar la integridad del RNA
y almacenado a -20 °C toda la noche. El tejido se recupero de la solucién con unas
pinzas estériles, se elimind el exceso “RNAlater” e inmediatamente se congelaron

en nitrégeno liquido y fueron almacenados a -80 °C hasta su uso.

7.6. EXTRACCION DE ARN TOTAL

El método de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) fue utilizado para extraer ARN
total (ARNs grandes y pequefios) de la linea celular (Saos-2) y de los tejidos
cervicales, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La integridad y
concentracion del RNA fue evaluada por medio de espectrofotometria midiendo la
relacion de la absorbancia 260/280 y por electroforesis en gel de agarosa tenido con

bromuro de etidio.

7.7. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE miRNAS Y ARNm UTILIZANDO
PCR EN TIEMPO REAL

Para evaluar los niveles de expresion de miRNAs maduros en la linea celular
y en tejido cervical, primero fue realizada la retrotranscripcion de miRNAS a cDNA,
empleando 5-10 ng de ARN y con oligonucleétidos de transcripcion reversa (RT)
especificos contenidos en el Kit “TagMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems, Foster City, CA). La mezcla de reaccion para la RT de los miRNAs
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consistio de 1.5 uL 10X buffer de RT, 0.2 uL dNTPs (100 mM cada uno), 1 pL de
MultiScribe Reverse Trasciptase (50 U/mL), 0.19 uL de AB RNase Inhibitor (20
U/uL), 3 uL 5X RT primers, 5-10 ng/uL de ARN total en un volumen final de 15 pL.
La reaccion fue incubada en un termociclador (Applied Biosystems) para placas de
96 pocillos por 30 minutos a 16 °C, 30 minutos a 42 °C, 5 minutos a 85 °C y una
etapa final a 4 °C.

La PCR tiempo real para detectar los niveles de los miRNAs se realizd
usando TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems), junto con TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Brevemente, la mezcla de
reaccion estuvo compuesta de 10 uL de 4X TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 1.33 uL de producto de RT (diluido 1:15), 1.0 uL de TagMan®
MicroRNA Assays [miR-21 (ID 000397) y miR-143 (002249), Applied Biosystems],
en un volumen final de 20 uL. Las condiciones de amplificado: etapa inicial a 95 °C
por 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 min, todos los
experimentos fueron realizados en el termociclador Applied Biosystems 7300
Detection system (Applied Biosystems). La expresion relativa de los miRNAs en
células y en los ratones fue normalizada con RNU6B (001093; Applied Biosystems)
y SnoRNA202 (001232, Applied Biosystems), respectivamente.

Para la cuantificacion de mRNA especifico, el RNA total (1 ng) fue convertido
a cDNA usando Kit “SuperScript™ Il First Strand Syntesis (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La PCR en tiempo real fue
realizada con Applied Biosystems 7300 Detection system (Foster City, CA) y usando
SYBR Green PCR Reagents kit (Applied Biosystems) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y usando los oligonucleodtidos del cuadro 2. Las condiciones de
amplificado: etapa inicial a 95 °C por 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 1 min, 60 °C por 1
min y 72°C por 1 min.

La reaccion (25 uL de volumen final) consistié de 12.5 uL de SYBR Green
PCR Master Mix [Tag ADN polimerasa, Buffer de reaccion, mezcla de dNTP, 1 mM
MgCl2 (concentracion final) y SYBR Green | dye (Applied Biosystems)], 1 uL de cada
oligonucledtido (0.5 uM), 500 ng de cDNA por reaccion y agua milli-Q. La secuencia

de los oligonucleétidos y los tamanos de los productos de PCR son mostrados en
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el cuadro 2. Todas las reacciones fueron realizadas en 5 ratones diferentes y la
expresion relativa de los ARNms en células y en los ratones fue normalizada a la
expresion de B2M y HPRT, respectivamente. La expresion de los miRNAs y ARNms
fue determinada con el ciclo umbral (Ct) y los niveles relativos de expresion fueron

calculados utilizando el método 2724Ct(Nolan et al., 2006).

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleétidos usados en este trabajo

. - . . - . . Temperatura Tame_ir”)o del

Oligonucleétido sentido Oligonucledtido antisentido °C) ampzl;)fg;ado
Raton
PTEN GGATGTCGTCCTGAAGGGAG GCTTCGCTGGAGGAACCTG 60 108
BCL2 ACTTCGCAGAGATGTCCAGTCA TGGCAAAGCGTCCCCTC 60 63
HPRT  CCAGCAAGCTTGCAACCTTAAC GTAATGATCAGTCAACGGGGG 60 177
Humano
PTEN GGTCATGTGTGTGGAGAGC GATCCAGGTGTGCAGGTG 60 78
BCL2 CCGAAAGGTTTTGCTACCATTCT AAAATTATTTCCTTTCTGAGCATTCC 60 105
B2M ACCCCCACTGAAAAAGATGAG ATGATGCTGCTTACATGTCTCG 60 100

7.8. WESTERN-BLOT

Las muestras cervicales congeladas (-80°C) fueron pulverizadas utilizando
un mortero con pistilo en nitrégeno liquido. La linea celular y las muestras cervicales
fueron lisadas utilizando el buffer de lisis (25 mM Tris, pH7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-
40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS) suplementado con inhibidores de
proteasas y fueron incubadas 4°C por 30 minutos. El homogenizado resultante se
centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se
almacend a -80°C hasta su uso. La concentracion de proteinas fue determinada
utilizando el método Bradford. Las proteinas (20 pg) fueron desnaturalizadas por
calentamiento y corridas en geles SDS-PAGE al 10%. Las proteinas fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa, la membrana fue bloqueada por una hora
con leche libre de grasa al 10% en TBS 1X (Tris-HCI 20 mmol/L pH 7.5, NaCl 150
mmol/L). Posteriormente fue incubada toda la noche con los anticuerpos PTEN
(1:500; Sc-7974, Santa Cruz, Biotechnology Inc., CA) y Bcl-2 (1:500; Sc-7382, Santa

Cruz, Biotechnology Inc., CA). Al siguiente dia la membrana fue lavada 3 veces por
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5 minutos con TBST 1X (Tris-HCI 20 mmol/L pH 7.5, NaCl 150 mmol/L y Tween-20
0.5%) e incubada por 1 hora con el anticuerpo secundario anti-raton o anti-conejo
(SIGMA-ALDRICH) acoplados a peroxidasa de rabano. La membrana se revel6 con
Super Signal®? West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo scientific), de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. La quimioluminiscencia fue detectada
usando FujiFilm LAS-3000 imaging system. Para determinar la expresion relativa de

las proteinas fue usado el software Imagen J.

7.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados en el software GraphPad (v5.0; GraphPad
Software, Inc., USA). La prueba de Mann-Whitney fue utilizada para comparar las
diferencias de los niveles de miRNAs, mRNAs y proteinas entre los grupos y los
resultados son presentados como medias y desviacion estandar (SD). Un valor de

p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. LA ONCOPROTEINA E7 Y EL 17B-ESTRADIOL AFECTAN LA
EXPRESION DE miR-21 Y miR-143 EN TEJIDO CERVICAL DEL RATON
TRANSGENICO K14E7

La infeccion por VPH-16 y la presencia de los estrégenos son considerados
dos de los factores de riesgo importantes en el desarrollo de CC. La oncoproteina
E7 del VPH-16 es el principal factor responsable del bloqueo de la salida del ciclo
celular durante la diferenciacion (Arbeit et al., 1996; Crosbie et al., 2013). Teniendo
en cuenta que en el modelo transgénico de cancer cervical (raton K14E7), la
exposicion cronica a 17p-estradiol (E2) es importante para que este modelo
desarrolle neoplasias, investigamos en tejido cervical de ratdn el efecto individual y
combinado de la oncoproteina E7 del VPH-16 y del E2 sobre la expresion de miR-
21 y miR-143, los cuales se han observado que juegan un papel muy importante en
la regulacién de genes relacionados con proliferacién y supervivencia celular, como
son PTEN y BCL2, respectivamente. El analisis de la expresion de los miRNAs en
tejido cervical por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa
inversa (RT-gPCR) mostré que los niveles de expresion de miR-21 fueron
significativamente mas altos en ratones K14E7 y/o tratados con E2, comparado con
los niveles de expresion en ratones no transgénicos (NT); los niveles de expresion
de miR-21 en los ratones NT+E2 fueron incrementados 4.88 veces (p= 0.004; Figura
7A). En ratones transgénicos K14E7 sin tratamiento con E2 comparados con NT,
miR-21 también fue incrementado (7.77 veces, p=0.009; Figura 7A). En ratones
K14E7+E:2 el promedio de expresion de este miRNA oncogénico fue de 7.58 veces
(p=0.004; figura 7A). Por lo que en ratones de 7 meses de edad tanto la
oncoproteina E7 del VPH-16 como los E2 claramente inducen los altos niveles de
expresion de miR-21. Al contrario de lo observado con miR-21, los niveles de
expresion de miR-143 (considerado un miRNA supresor de tumor) fueron bajos en
presencia de la oncoproteina E7 y por el tratamiento con E2 en tejido cervical.
Comparando con el raton NT, la expresion de miR-143 en ratones NT+E2 fue menor

(promedio de cambio: 0.42 veces), (Figura 7B). En tejido cervical de los ratones
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K14E7 sin tratamiento con E2, los niveles de expresion de miR-143 fueron también
significativamente bajos (0.43 veces; p=0.007; Figura 7B). Asimismo, fue observado
que los niveles de miR-143 fueron significativamente bajos (0.41 veces) en los
ratones transgénicos con tratamiento con E2 comparados con los ratones NT
(p=0.009; figura 7B). Estos datos muestran que en tejido cervical del modelo murino
K14E7 y el tratamiento con E2 incrementan los niveles de miR-21 y disminuyen los
de miR-143.

(A) p=0.004 (B)

p=0.009 1.5

p=0.009
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p=0.004
1

T

Expresion relativa de miR-21
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Expresion relativa de miR-143

- - 0.0 . .
NT NT+E,  K14E7 K14ET+E; NT NT+E, K14E7 KI14ET+E,

Figura 7. Efecto de la oncoproteina E7 del VPH-16, E,, E7+E; sobre los niveles de expresién
de miR-21 y miR-143 en tejido cervical de ratones de 7 meses de edad. Niveles de expresion
de miR-21 (A) y miR-143 (B) en tejido cervical de ratones K14E7 y NT con y sin tratamiento con
E2 durante 6 meses (7 meses de edad). Para detectar la forma madura de los miRNAs fueron
realizados los ensayos TagMan de miRNAs (TagMan microRNA assay). Los experimentos se
realizaron en cada uno de los tres ratones por grupo; la expresion relativa de los miRNAs fue
normalizada a la expresion de Sno202 y son expresados como medias + desviacion estandar
(SD). La prueba de Mann-Whitney se realizé para determinar la significancia estadistica con un
valor de p <0.05. E2: 17B-estradiol. NT: no transgénico.

8.2. EXPRESION DE GENES DIANA DE LOS miRNAS EN TEJIDO CERVICAL
DEL RATON K14E7.

Se ha reportado que miR-21 esta involucrado en la regulacion negativa de la
expresion de PTEN en cancer. Sin embargo, la funcién de miR-143 para regular

negativamente a Bcl-2 se modifica en el contexto de tejido canceroso. Usando el
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modelo murino K14E7, se investigd si el aumento en la expresion de miR-21
inducida por los E2 y la oncoproteina E7 puede reprimir los niveles de expresion de
ARNmM y proteina de uno de sus genes blanco, homdlogo de la fosfatasa y tensina
(PTEN). En este estudio se observd que tanto los niveles del ARNm, asi como de
proteina de PTEN en ratones NT+E2 comparados con los ratones NT aumentaron
(ARNm: 1.69 veces; proteina: 1.93 veces, Figura 8A y 8C). En el tejido cervical de
ratones transgénicos K14E7 se observd una disminucién en los niveles del ARNm
de PTEN (0.007 veces), mientras que en ratones K14E7+E2 comparado con los
ratones NT los niveles del ARNm de PTEN fue de 0.23 veces (figura 8A). Ademas,
en los ratones transgénicos K14E7 y K14E7+E2, los niveles de la proteina de PTEN
también fueron disminuidos, aunque esta disminucion en los ratones K14E7+E2 no
fue estadisticamente significativa (p=0.258). Se realiz6 una Correlacion de
Pearson's para evaluar que mientras la expresion de miR-21 aumenta la expresion
de PTEN disminuye. En los ratones transgénicos K14E7 fue observada una
correlacion inversa entre los niveles de miR-21 y los niveles de ARNm y proteina
(Correlacion de Pearson's r= -0.881, p= 0.049; r= -0.898, p= 0.039,
respectivamente), mientras que en ratones NT+E2 and K14E7+E2 no fueron

correlacionados los niveles de miR-21 y los niveles de ARNm y proteina (Cuadro 3).

Cuadro 3. Correlaciéon de Pearson's entre la expresion de los miRNAs y los
niveles de ARNm y proteina

NT + E2 K14E7 K14E7 + E;
miR-21 r Valor-p r Valor-p r Valor-p

Expresion de miR-21y del  .952 0.048 -0.881 0.049 -0.928 0.071
ARNm de PTEN

Expresion de miR-21y de 0.689 0.199 -0.898 0.039 0.371 0.539
la proteina de PTEN

miR143
Expresion de miR-143 y del 9 916 0.029 -0.939 0.018 -0.960  0.040
ARNm de Bcl-2

Expresion de miR-143yde _g.952 0.048 -0.956 0.044 -0.946 0.015
la proteina de Bcl-2
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Figura 8. Niveles de expresiéon de PTEN y Bcl-2 en el modelo de cancer cervical. Se realizd
un analisis de RT-gPCR para determinar los niveles de expresién de PTEN y Bcl-2 (A y B).
Analisis de WB y densitometria cuantitativa de los niveles de proteina de PTEN y Bcl-2 (C y D).
Los experimentos de RT-qPCR fueron realizados por triplicado y los valores son expresados
como medias + SD (normalizado a la expresion de HPRT); la prueba de Mann-Whitney fue
realizada para determinar la significancia estadistica, la cual fue determinada al comparar la
expresion en el epitelio escamoso de ratones NT vs ratones NT+E2, K14E7 and K14E7+Eo. El
analisis de WB fue realizado en tejido cervical de ratones NT y transgénicos K14E7 con y sin
tratamiento con Ez. Los experimentos fueron realizados por triplicado y fueron normalizados a la
expresion de o-actina. La significancia estadistica fue determinada con un valor de p<0.05. Ez:
17B-estradiol, NT: no transgénico, SD: desviacion estandar, WB: western blot.
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Observamos que la expresion de miR-143 fue significativamente disminuida
por los E2 y la oncoproteina E7 del VPH-16 en tejido cervical (figura 7B). Realizamos
analisis de RT-gPCR y Western-blot para determinar si los niveles bajos de miR-
143 correlacionan con el incremento de los niveles de ARNm y proteina de Bcl-2 en
cancer cervical. Como es mostrado en la figura 8B, la baja expresion de miR-143
correlacion6 con el incremento significativo del ARNm de Bcl-2 en los ratones con y
sin tratamiento con E2 (NT+E2: 2.07; K14E7: 2.60; K14E7+E2: 3.56 veces), figura
8D. Utilizando un andlisis de correlaciéon de Pearson's fue observada en el tejido
cervical del raton K14E7 una correlacion inversamente proporcional entre los
niveles de miR-143 y los niveles de expresion del ARNm y proteina de Bcl-2 (r=-
0.939, p=0.018; r=-0.956, p=0.044, respectivamente) (Cuadro 3). Estos resultados
indican que la expresion de PTEN fue disminuida y la expresion de Bcl-2 fue
aumentada en el modelo de cancer cervical K14E7, lo cual es correlacionado con

los altos niveles de miR-21 y los bajos niveles de miR-143, respectivamente.

8.3. EL AUMENTO DE LOS NIVELES DE miR-21 EN PRESENCIA DE LA
ONCOPROTEINA E7 DEL VPH-16 SE ASOCIA CON LA DISMINUCION DE LA
EXPRESION DE PTEN EN LA LINEA CELULAR SAOS-2.

Para confirmar que la oncoproteina E7 altera los niveles de miR-21 y miR-
143, la linea celular Saos-2 fue transfectada establemente con el oncogén E7 del
VPH-16. La expresion de la oncoproteina E7 condujo a altos niveles de miR-21 (2.14
veces, p=0.029), figura 9A. Para determinar si los altos niveles de expresion de miR-
21 ocasionados por la oncoproteina E7 del VPH-16 pueden conducir a la
disminucién de los niveles de su gen blanco, por analisis de RT-gPCR y Western-
blot fue evaluada la expresion de PTEN. Como se muestra en la figura 10A y 10B,
los niveles de expresién de PTEN fueron significativamente disminuidos en células
Saos-2 comparadas con las células control (células Saos-2 transfectadas con el
plasmido pcDNA3). [PTEN ARNm: 0.19 (p=0.006); PTEN proteina: 0.60 (p= 0.002)].
Estos resultados indican que los altos niveles de miR-21 ocasionados en la
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presencia de la oncoproteina E7 del VPH-16 conducen a la disminucion de los

niveles de expresion tanto ARNm como proteina de PTEN.

(A) Células Saos-2 (B) Células Saos-2
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Figura 9. Efecto de la oncoproteina E7 del VPH-16 sobre los niveles de expresion de miR-
21 y miR-143. La linea celular Saos-2 fue establemente transfectada con pcDNA3 (vector vacio)
o con el plasmido que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16 (pcDNA3E7). En células que
expresan establemente la oncoproteina E7, los niveles de expresion de miR-21 fueron elevados
(media + SD; 2.14 + 0.58, p= 0.029, panel A). Los niveles de expresion de miR-143 fueron
menores en aquellas células que expresaron la oncoproteina E7 (media + SD; 0.56 + 0.32, p=
0.029, panel B). Expresién del transcrito de E7 en células Saos-2 establemente transfectadas
(panel C). La flecha indica la expresion del oncogén E7 y B2M, respectivamente. La expresion
de miR-21 y miR-143 fue normalizada a la expresion de U6 snRNA. Cada barra representa la
media de tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue determinada con un
valor de p<0.05. SD: desviacion estandar, B2M: Beta-2-microglobulina.
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Figura 10. La oncoproteina E7 del VPH-16 altera los niveles de PTEN y Bcl-2. La linea celular
Saos-2 fue transfretada establemente. En el panel A y C se muestra el analisis de RT-qPCR del
ARNm de PTEN y Bcl-2, respectivamente. En el panel B y D se muestra en analisis de Western-
blot (WB) y el analisis densitométrico de la proteina de PTEN y Bcl-2 en células Saos-2
establemente transfectadas. Los analisis de RT-qPCR y WB fueron realizados en tres cultivos
celulares independientes y los valores son expresados como medias + SD. Los niveles relativos
de expresion del ARNm de PTEN y Bcl-2 fueron normalizados a los niveles de expresion de
HPRT, mientras que los niveles de proteinas fueron normalizados a la expresién de a-actina. La
prueba de Mann-Whitney fue utilizada para determinar la significancia estadistica de la expresion
del ARNm y proteina de PTEN y Bcl-2 en células Saos-2 que expresan E7 (pcDNA3E7) contra
las células que fueron transfectadas con el plasmido pcDNAS3 (vector vacio).

8.4. LA DISMINUCION DE LOS NIVELES DE miR-143 EN PRESENCIA DE LA
ONCOPROTEINA E7 DEL VPH-16 SE ASOCIA CON EL AUMENTO DE LA
EXPRESION DE Bcl-2 EN LA LINEA CELULAR SAOS-2.

Fue observado en la linea celular Saos-2 que la oncoproteina E7 del VPH-
16 ocasiona la disminucion de los niveles de miR-143 (Figura 9B). Para evaluar si

los bajos niveles de expresion de miR-143 en células Saos-2 que expresan la
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oncoproteina E7 pueden conducir al aumento de los niveles de su gen blanco, los
niveles de ARNm y proteina de Bcl-2 fueron determinados. En la figura 10C y 10D
se muestra que los niveles de Bcl-2 fueron significativamente aumentados en la
linea celular Saos-2 que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16 [Bcl-2 ARNm: 2.09
(p= 0.020); Bcl-2 proteina: 1.56 (p= 0.007)]. Estos resultados sugieren que los bajos
niveles de miR-143 ocasionados por la oncoproteina E7 conducen al aumento de la
expresion del ARNm y proteina de Bcl-2.
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Figura 11. Expresiéon de miR-21 y miR-143 en pacientes con cancer cervical y en mujeres
sanas. La evaluacion de los niveles de expresion de miR-21 y miR-143 fue realizada en 10
cepillados cervicovaginales de mujeres sanas negativas a la infeccion por VPH y 14 muestras de
pacientes con cancer cervical positivas a la infeccion por VPH-16. Los datos obtenidos de la
expresion de miR-21 y miR-143 fueron por analisis de RT-qgPCR. (A) Los niveles de expresién de
miR-21 fueron altos en pacientes con CC positivas a VPH-16 (media + SD; 4.15 + 0.97, p=0.027)
comparados con la expresién en mujeres sanas. (B) Los niveles de expresién de miR-143 fueron
menores en pacientes con CC positivas a VPH-16 (media + SD; 0.44 + 0.12, p= 0.022)
comparados con los de expresion en mujeres sanas. La expresion relativa de miR-21 y miR-143
fue normalizada a la expresién de U6 snRNA. CC: cancer cervical, SD: desviacién estandar.

8.5. LA EXPRESION DE miR-21 Y miR-143 ES ALTERADA POR EL VPH-16
EN PACIENTES CON CANCER CERVICAL.

En este estudio también fue confirmado el patron de expresion de miR-21y
miR-143 en muestras de pacientes con cancer cervical positivos a la infeccion por
VPH-16 comparado con raspados cervicovaginales de mujeres sanas negativas a

la infeccion por VPH, como fue reportado anteriormente en lineas derivadas de CC,
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se confirma en muestras de pacientes positivas a la infeccion por VPHs (Deftereos
et al., 2011; Liu et al., 2011). El analisis de TagMan RT-gPCR mostré que en
pacientes con CC positivas a la infeccién por VPH-16 los niveles de expresiéon de
miR-21 fueron significativamente altos (4.15 veces, p=0.027, Figura 11A), mientras
que los niveles de miR-143 fueron significativamente bajos (0.44 veces, p= 0.021,
Figura 11B) comparado a las mujeres aparentemente sanas negativas a la infeccion
por VPH. Estos resultados obtenidos en pacientes apoyan la hipotesis de que el
VPH-16 a través de sus oncoproteinas juega un papel muy importante en la

desregulacion de la expresion de miR-21 y miR-143 en cancer cervical.
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Figura 12. Modelo de como la oncoproteina E7 del VPH-16 y el E; alteran los niveles de
miRNAs y los procesos celulares. La oncoproteina E7 del VPH-16 y el E2 inducen los altos
niveles de miR-21 a través de la activacion de la via de Ras y MEK/ERK, lo cual conduce a la
activacién de AP-1, que actua como factor de transcripcién de miR-21. Los altos niveles de miR-
21 promueven crecimiento y proliferacion celular por inhibir los niveles de sus genes blancos
(tales como PTEN), evadiendo la regulacion de la via de PI3K/AKT; esta via también es
favorecida por la oncoproteina E7 del VPH-16 y por el E2 via Ras. Por otro lado, la oncoproteina
E7 del VPH-16 y los estrogenos regulan a la baja la expresion del supresor de tumor miR-143,
conduciendo a altos niveles de la proteina de Bcl-2, lo cual conlleva a la proteccién de muerte
celular por apoptosis. Asi, la oncoproteina E7 del VPH-16 y los estrégenos juegan un papel muy

importante en CC al favorecer crecimiento, proliferaciéon y sobrevivencia celular a través de la
regulacion de la expresion de miRNAs.

38



Goémez-Gémez Y. 2016
X

IX. DISCUSION

La infeccion por VPH y el E2 son considerados factor de riesgo en el
desarrollo de cancer cervical (Arbeit et al., 1996; Riley et al., 2003; The International
Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007);
aproximadamente el 95% de estos canceres son asociados con la infeccidn
persistente de VPHs de alto riesgo (The International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007). Se ha observado que los VPHs
de alto riesgo pueden modificar el patrén de expresion de los miRNAs (Li et al.,
2011; Lui et al., 2007; McBee et al., 2011; Pereira et al., 2010; Wang et al., 2008),
pero especificamente la participacidén de la oncoproteina E7 del VPH-16 y la del E2
no ha sido estudiada. En este trabajo se us6é un modelo murino de carcinogénesis
cervical asociado a VPH (ratén transgénico K14E7), el objetivo principal fue
investigar si la alta expresion de miR-21 y los bajos niveles de miR-143 observados
en CC son asociados con la presencia de la oncoproteina E7 del VPH-16 y el Eo.
Adicionalmente, se evalué si la oncoproteina E7 estda involucrada en la
desregulacion de la expresién de miR-21 y miR-143 in vitro, esto usando una linea
celular (Saos-2) que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16.

La neoplasia epitelial escamosa observada en los ratones transgénicos
K14E7 progresa de lesion intraepitelial de bajo grado a displasia cervical de alto
grado y finalmente a cancer invasivo, después de seis meses de tratamiento crénico
con dosis bajas de E2, imitando la progresion maligna en mujeres (Riley et al., 2003).
Se conoce que en diferentes tipos de cancer incluido CC, miR-21 es altamente
expresado (Li et al., 2011; Lui et al., 2007; McBee et al., 2011; Pereira et al., 2010;
Wang et al., 2008) y también se ha observado que la expresion de miR-21 en
muestras de pacientes con CC positivas a la infeccién por VPHs se correlaciona con
la progresién de lesiones cervicales de alto grado a CC, por lo que se ha propuesto
que pudiera ser un biomarcador de carcinogénesis asociada a VPHs (Gocze et al.,
2015). Observamos una alta expresion de miR-21 en el modelo murino K14E7 y en
la linea celular Saos-2 que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16 comparando con
los controles. Ademas, encontramos que el tratamiento con E2 también incrementa

los niveles de expresion de miR-21 en ratones transgénicos y no transgénicos (NT).
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Estos resultados son similares a lo observado en lineas derivadas de cancer de
mama donde fue reportado que el Ez induce la expresion de este importante miRNA
(Bhat-Nakshatri et al., 2009; Mattie et al., 2006). Nuestros resultados sugieren que
en presencia de la oncoproteina E7 del VPH-16 la expresion de miR-21 aumenta
tanto in vivo como in vitro y que el E2 puede también alterar la expresion de este
miRNA in vivo.

Muchos genes blancos de miR-21 han sido reportados, dentro de los cuales
se encuentran TPM1, PDCD4, CCL20 y el supresor de tumor PTEN (Yao et al.,
2009; Yao and Lin, 2012). En cancer endometrial (Qin et al., 2012) y CC positivo a
VPH (Xu et al., 2015) fue reportado que la alta expresion de miR-21 esta asociada
con la baja expresion del supresor de tumor PTEN. Con base en estos reportes, se
investigo si la oncoproteina E7 del VPH-16 sola o en conjunto con el Ez2 tiene efecto
sobre la expresion de un gen diana de miR-21; para ello se realizé el analisis de la
expresion del ARNm y proteina de PTEN en tejido cervical del modelo de raton
transgénico K14E7, asi como de la linea celular Saos-2 transfectada establemente
para expresar la oncoproteina E7 del VPH-16. Observamos que los niveles de
ARNmM y proteina fueron significativamente disminuidos tanto en el modelo K14E7
como la linea celular Saos-2 que expresa la oncoproteina E7. Asimismo, nosotros
observamos una correlacion negativa entre los niveles de miR-21 y los niveles de
ARNm vy proteina de PTEN, sugiriendo que tanto in vivo como in vitro la
oncoproteina E7 del VPH-16 disminuye la expresion del supresor de tumor PTEN a
través del aumento de los niveles miR-21. Nosotros observamos también que miR-
21 fue altamente expresado en ratones NT tratados con E2, mientras que los niveles
de ARNm y proteina de PTEN también fueron incrementados en estos ratones, lo
cual indica que una dosis cronica de 173-estradiol induce un aumento en los niveles
de PTEN en tejido cervical, similar a lo reportado en la linea celular HepG2 y en
leiomiomas donde fue observado un incremento de la expresion de PTEN, el cual
fue atribuido a los E2 (Jeong et al., 2010; Marino et al.,, 2003). A pesar de lo
observado en el raton NT+E2, nosotros encontramos una fuerte disminucion de los
niveles de PTEN en ratones K14E7 y K14E7+ E2 (Figura 8A y 8C), este efecto fue
atribuido a la expresion de la oncoproteina E7 del VPH-16.
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La alta expresion de miR-21 observada en el modelo murino K14E7 pudiera
ser explicada porque tanto la oncoproteina E7 y el tratamiento con E2 tienen un
efecto similar al activar una misma via de sefalizacién. La via de sefalizacion
Ras/ERK juega un papel muy importante en la tumorigénesis y es bien conocido
que la oncoproteina E7 y el E2 causan la activacion de esta via (Mifiano et al., 2008;
Yuan et al., 2009). La sefalizacion de ERK activa a AP-1 asi como a c-Jun y c-Fos,
quienes regulan la expresion de genes involucrados en proliferacion celular,
diferenciacion, transformacion maligna y metastasis (Eferl and Wagner, 2003). En
este sentido, se ha reportado que la oncoproteina E7 induce la expresion de AP-1
(Yuan et al., 2009) y el E2 incrementa la actividad de este factor de transcripcion
(Kakehashi et al., 2012). La activacion de AP-1 pudiera incrementar los niveles de
miR-21 porque se ha encontrado que AP-1 activa transcripcionalmente la expresion
de miR-21 a través del reconocimiento y union a sitios conservados para AP-1 en el
promotor del gene de miR-21 (Fujita et al., 2008), lo cual pudiera explicar el
incremento en los niveles de expresion de miR-21 tanto por la oncoproteina E7 del
VPH-16 como por el tratamiento con Eo>.

Los niveles incrementados de miR-21 en presencia de la oncoproteina E7 o
por los E2 pudiera representar un paso importante hacia el desarrollo de CC, ya que
la mayoria de sus genes diana reportados son supresores de tumor como PTEN, el
cual se encuentra frecuentemente disminuido en CC (Vazquez-Ulloa et al., 2011;
Xu et al., 2015). PTEN regula negativamente proliferacién celular a través de la via
de PI3K/AKT (Leslie and Downes, 2002), la cual tiene un papel importante en
numerosos procesos celulares, tales como: proliferacion celular, adhesion,
angiogénesis y migracion (Bader et al., 2005). Por otro lado, se ha reportado que la
oncoproteina E7 y el 17B-estradiol inducen la via de senalizacién AKT (Guo et al.,
2006; Menges et al., 2006). La habilidad de la oncoproteina E7 del VPH-16 para
elevar la actividad de AKT depende de la inactivacion de la familia de proteinas del
retinoblastoma (Rb) (Menges et al., 2006), mientras que los E2 pueden activar la via
de PI3K/AKT por accion dependiente de receptor de estrégenos (ER) (Guo et al.,
2006), por lo que la activacion de la via PI3K/AKT regula varios mecanismos,
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incluidos la activacion transcripcional de miR-21 y la inactivacion de PTEN en
presencia de la oncoproteina E7 del VPH-16 y los E2 (Figura 12).

miR-143 actua como un supresor de tumor y ha sido encontrado disminuido
en lineas celulares de CC y en tumores cervicales (Deftereos et al., 2011; Li et al.,
2011; Liu et al., 2011; Liu et al., 2012; Lui et al., 2007; Martinez et al., 2008; McBee
et al., 2011; Pereira et al., 2010; Wang et al., 2008). En este estudio fue encontrado
que la expresion de miR-143 fue significativamente disminuido en el modelo K14E7
y en una linea celular (Saos-2) que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16;
asimismo fue observado que los niveles de expresion de miR-143 fueron
disminuidos por los E2 en los ratones transgénicos y NT tratados con Ez, similar a lo
reportado en lineas celulares derivadas de cancer de mama (Bhat-Nakshatri et al.,
2009). Nuestros resultados sugieren por primera vez que la oncoproteina E7 del
VPH-16 induce una disminucion de la expresion de miR-143 tanto in vivo como in
vitro y que el tratamiento E2 también estd implicado en la disminucion de este
importante miRNA in vivo.

Por otro lado, se ha observado que miR-143 esta involucrado en la
regulacion de la expresion de Bcel-2 en CC (Liu et al., 2012), asi mismo miR-143
tiene un efecto supresor de la proliferacion celular e induccion de la apoptosis, en
parte por la disminucion de la expresion de Bcl-2 (Liu et al., 2012). Ademas, se ha
reportado que la activacion anormal de Bcl-2 concuerda con un aumento
significativo en la resistencia a la apoptosis de células transfectadas con la
oncoproteina E7 (Du et al., 2004). De la misma manera, los E2 inhiben apoptosis
particularmente por la activacion transcripcional de Bcl-2 (Perillo et al., 2000).
Nosotros observamos que tanto los niveles de mRNA como de proteina de Bcl-2
fueron marcadamente aumentados en el modelo murino K14E7, asi como en la linea
celular que expresa la oncoproteina E7 del VPH-16. Igualmente, la expresion de
Bcl-2 fue incrementada en ratones tratados con E2, lo cual indica que los estrogenos
inducen un aumento de los niveles de Bcl-2 en tejido cervical del ratdn, similar a lo
observado en lineas celulares derivadas de cancer de mama (MCF-7) (Perillo et al.,
2000). Por otra parte, fue observada una relacién inversa entre la expresion de miR-

143 y los niveles de mRNA vy proteina de Bcl-2, comparable a lo encontrado en
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lineas derivadas de cancer cervical y en tumores cervical humanos (Liu et al., 2012).
Una posible explicacion para la baja expresion de miR-143 en el modelo murino
K14E7 es que este miRNA es transcrito por el factor nuclear kappa B (NF-kB)
(Zhang et al., 2009), el cual es disminuido por la oncoproteina E7 (Spitkovsky et al.,
2002); por lo tanto, en presencia de la oncoproteina E7 del VPH-16 hay una
disminucion de la expresion de miR-143, lo cual podria dar lugar al aumento de la
expresion de Bcl-2 conllevando a un bloqueo de |la apoptosis en nuestros modelos
(Figura 12).

En este estudio también fue confirmado en muestras de pacientes con CC
positivas a la infeccion de VPH-16 que la expresion de miR-21 fue significativamente
aumentada, mientras que la de miR-143 fue disminuida con respecto a cepillados
vaginales (negativos a la infeccion por VPH), como lo reportado en CC positivo a la
infeccion por VPH (Deftereos et al., 2011; Li et al., 2011; Liu et al., 2011; Liu et al.,
2012; Lui et al., 2007). Esto es consistente con la hipotesis de que la oncoproteina
E7 del VPH-16 esta relacionada con la desregulacion de estos miRNAs en
pacientes con CC positivos a la infeccién del VPH-16.

En conclusién, demostramos el papel de la oncoproteina E7 del VPH-16 y
del 17pB-estradiol en la regulacion de la expresion de miR-21 y miR-143 en tejido
cervical. Dos principales tendencias fueron observadas in vivo e in vitro en presencia
de la oncoproteina E7: 1) elevacion de los niveles de expresidon miR-21 y
disminucion de PTEN y 2) miR-143 fue disminuido, mientras que los niveles de Bcl-
2 fueron aumentados. También fue observado que los estrégenos estan
involucrados en la desregulacion de los niveles de expresion de miR-21 y miR-143
in vivo. Postulamos que la alteracion en la regulacion de los genes estudiados
contribuye a cambios en muchos procesos bioldgicos que conducen al desarrollo de
cancer cervical, incluyendo la proliferacién y la apoptosis. Lo encontrado en este
estudio no soélo proporciona informacion sobre la interrelacién entre la oncoproteina
E7 del VPH-16, estrogenos y miRNAs en tejido cervical, sino que abre nuevas

perspectivas de diagndstico del CC.
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