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RESUMEN

Los microRNAs son RNAs pequenos que regulan finamente la expresion geénica de manera post-
transcripcional a traves de impedir la traduccion de sus RNAs mensajeros blanco, por lo que
controlan multiples procesos biologicos como la proliferacion, la diferenciadon y la muerte celular. La
desregulacion de la expresion del microRNA-7 puede favorecer al desarrollo de cancer, ya que
dependiendo del contexto celular, eéste microRNA puede tener efectos oncogenicos (“oncomiR”) o
anti-oncogénicos (“supresor de tumores”). Entre los multiples blancos de este microRNA se han
identificado diferentes ligasas de ubiquitina, de estas la sobre-expresion de la ligasa RNF189 se ha
asociado con el desarrollo de cancer ya que regula procesos fundamentales como la migracion, la
supervivencia, la proliferacion y la muerte celular degradando proteinas como TNFR1, caspasas 8 y

10 y el supresor de tumores p53.

Dado que las celulas tumorales humanas de cérvix CaSki muestran niveles reducidos del microRNA-7
pero niveles elevados de RNF189, que esta ligasa es un proto-oncogen y que es un blanco potencial
del microRNA-7 evaluamos si la funcion de supresora de tumores del microRNA-7 en cérvix resulta
de su capacidad de regular los niveles de expresion de RNF189 y por consecuencia favorecer la

muerte de células transformadas.

De acuerdo con esta hipotesis, nuestros resultados muestran que un incremento en la expresion del
microRNA-7 en la linea celular CaSki correlaciona con la disminucion de los niveles proteicos de
RNF189, y que esto es dependiente del contexto celular ya que esto no ocurrio en linea celular
A549, donde previamente mostramos que el microRNA-7 funciona como “oncomiR”. De acuerdo
con la funcion anti-apoptotica de RNF189, el aumento en la expresion del microRNA-7 promovio
muerte celular en células CaSki, en cambio indujo proliferacion en celulas A549. La muerte de las
celulas CaSki resultante de la expresion del microRNA-7 es independiente de p53 y de JNK, pero
involucra la activacion de caspasa 3, de acuerdo con esto, la muerte de las celulas CasKi que se

previno cuando se us6 el inhibidor de caspasas, z-vad.

De manera interesante, observamos que la muerte producida por la sobre-expresion del microRNA-7

es especifico de la linea celular CaSki ya que un aumento en la expresion este microRNA en las lineas



celulares positivas para VPH: HeLa (VPH 18), CaLo (VPH 18) Y SiHa (VPH 16) y C33A (VPH-), no

alter6 su viabilidad.

En conjunto, estos resultados indican que el microRNA-7 tiene la capacidad de regular de manera
negativa los niveles proteicos de la ligasa de ubiquitina RNF189, y que su sobre-expresion tiene un
efecto “supresor de tumores”, especificamente en la linea celular CaSki, el cual que podria ser

mediado a través de promover la apoptosis mediada por la via extrinseca.



I. INTRODUCCION

I.I microRNAs

Los microRNAs (miRNAs), descritos inicialmente por Victor Ambros y sus colegas Rosalind Lee y
Rhonda Feinbaum' son RNAs de cadena sencilla cuyo tamafio varia entre 19 y 22 nucleotidos (nt). De
estos, el 70% se transcriben a partir de regiones intergénicas, ya sea de manera individual o en grupos
de varios microRNAs que se encuentran contenidos en un solo transcrito, mientras que el 30%
restante se transcriben a partir de regiones intronicas’, comprendiendo asi, entre el 1 — 5% del
genoma total>*. Dentro de la secuencia de los microRNAs maduros, los nucleétidos que comprenden
de la posicion 2 a la 8 del extremo 5’ forman la “region semilla”, la cual es complementaria a
secuencias localizadas en la region no traducida del extremo 3’ (3 UTR) del RNA mensajero (mRNA)
blanco, lo que confiere cspccificidad5 mientras que los nucleotidos restantes le confieren estabilidad a
esta interaccion®. Generalmente en mamiferos, la complementariedad microRNA-mRNA se produce
de manera imperfecta, resultando en la inhibicion traduccional del mRNA’| aunque de manera
interesante, en pocas ocasiones esta interaccion también puede darse de manera perfecta provocando
el corte y degradacion del mRNA®. Algunos microRNAs se expresan de manera ubicua, mientras
otros lo hacen de manera tejido-especifica e incluso temporal, dependiendo de la etapa de desarrollo

en la que se encuentre la celula o tejidog.

Los microRNAs son considerados reguladores clave de la expresion genctica ya que de los
aproximadamente 1400 microRNAs descritos actualmente en humano se ha estimado que son capaces
de regular entre el 30 al 60 % de los genes codificados en el genomam. Ademas, como resultado de la
interaccion imperfecta que presenta el diplex microRNA-mRNA, cada microRNA puede tener
decenas de mRNAs blanco, lo que genera la formacion de redes de regulacion muy complejas. Esto

. . . . . . 9,
suglere que una gran pI‘OpOI‘CIOH del transcrlptoma se encuentra su]eto a regu]acmn pOI' microRNAs

11,12

Por tanto, no es sorprendente que los microRNAs regulen una gran cantidad de procesos fundamentales
para la c¢lula, entre los que se pueden mencionar proliferacion, diferenciacion, migracion/invasion
celular, muerte celular programada (apoptosis), angiogénesis, metabolismo, respuesta a estrés

’ prog pop » anglog ) ’ P )

T g o . 2,13-18
sefializacion endocrina, respuesta inmune, desarrollo entre otros .
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I.II Biogénesis de los microRNAs

La biogenesis de los microRNAs comienza en el nticleo, donde la RNA polimerasa (RNA pol) II o 11l
se encarga de transcribir los genes que codifican los microRNAs. En el caso de la RNA pol I, se
originan transcritos primarios (pri-miRNAs) de longitudes mayores a 1 Kilobase (Kb) que presentan
un capuchon 7-metil-guanosina en su extremo 5'y una cola poli-adenilada en su extremo 3'.
Posteriormente, el pri-miRNA es reconocido y procesado por el complejo microprocesador,
conformado por la RNAsa de tipo IIl Drosha y su cofactor; la proteina DiGeorge sindrome critical region

gene 8 (DGCR8)'" ™.

Al momento de procesar el pri-miRNA, DGCRS reconoce la estructura “tallo-asa” mientras que
Drosha se une a la doble cadena cortando algunas bases de los extremos 3’ y 5’ del pri-miRNA. Este
corte produce estructuras tipo “tallo-asa” (stem-loop) de 60 a 70 nt de longitud (estructuras

. . . . . 13,19, 20
caracteristicas de la biogénesis de los microRNAs) las cuales se conocen como pre-miRNAs ™ ™ .

A continuacion el pre-miRNA es exportado del ntcleo al citoplasma por accion de la Exportina-5 con
ayuda de la GTPasa Ran como cofactor. Este complejo previene la degradacion nuclear del pre-
miRNA vy facilita su translocacion al citoplasmaz. Cuando el pre-miRNA se encuentra en el
citoplasma es procesado por la RNAsa tipo III Dicer junto con proteinas que poseen un dominio de
union al dsRNA (double-stranded RNA), provocando la remocion del asa terminal y originando un RNA
de doble cadena (double-stranded RNA). Este RNA de doble cadena de aproximadamente 21 pares de
base (pb) contiene el microRNA maduro y un microRNA estrella (miRNA*) el cual generalmente es

transitorio ya que es degradadol9.

Posteriormente, el RNA de doble cadena se une a la proteina Argonauta (Ago) para ser reclutado en
el complejo RISC (RNA induced silencing complex). En este complejo, el microRNA* es degradado,
resultado en un microRNA maduro, estable y completamente funcional. El complejo RISC
(considerado el efector del silenciamiento de los RNAs mensajeros) reconoce el mRNA blanco y se
encarga de transportar el microRNA maduro permitiendo que este controle la expresion de proteinas

mediante la inhibicion del proceso traduccional.

Al momento del reconocimiento, el grado y naturaleza de la complementariedad que se presenta

entre el microRNA y la 3'UTR de su mRNA blanco determina el mecanismo de silenciamiento. En el

4



caso de mamiferos, cuando la complementariedad es parcial se propicia la represion traduccional del
e e . . . . . 13 .

mRNA en la iniciacion, elongacion y/o terminacion prematura de la proteina’”, sin embargo en muy

pocas ocasiones ocurre una complementariedad perfecta y en estos casos el mRNA blanco es

3,19, 21,22

escindido y degradado (Figura 1).

LIII Regulacion de la biogénesis de los microRNAs

Los microRNAs se encuentran presentes en una gran cantidad de especies (desde nematodos,
, . .
mamiferos e incluso en plantas) regulando procesos importantes con el fin de asegurar el
funcionamiento de los organismos. Esto sugiere que los microRNAs han jugado un papel
. . 20 . . . .
determinante durante la evolucion™ y debido al papel que juegan en la regulacion de la expresion
génica, su biogénesis se encuentra controlada en distintos puntos clave, tanto transcripcional como

. . 10, 23, 24
post—transcrlpcmnal T

Los microRNAs se encuentran codificados en diversas regiones del genoma, incluyendo regiones
codificantes y no codificantes. Aproximadamente el 60 % de los microRNAs se derivan de transcritos

.- . . g . . . . 9,12, 14
de RNA no codificante y un 30% adicional se pueden transcribir de regiones intronicas™ = .

La transcripcion es uno de los pasos regulatorios mas importantes en la biosintesis de los microRNAs
debido a que la mayoria de los microRNAs se transcriben por accion de la RNA polimerasa II por lo
que sus transcritos (al igual que todos los genes transcritos por esta polimerasa) sufren poli-
adenilaciones del extremo 3', ademas de presentar un capuchon de 7-metil-guanosina en su extremo
5122 Ge ha observado que los promotores que presentan los microRNAs pueden contener islas
CpG, cajas TATA y elementos de iniciacion lo que indica que la transcripcion puede controlarse por
Factores de Transcripcion (TF) por lo que supresores de tumores, oncogenes, elementos de
respuesta, enhancers, elementos silenciadores y modificadores de cromatina pueden influir en la
transcripcion de microRNAs determinados® ' ?* . También se ha observado que la transcripcion es
controlada mediante la identificacion de factores de crecimiento y en respuesta a exposicion a factores
estresantes como la luz ultravioleta, falta de nutrientes, hipoxia, entre otros* . Finalmente, se ha
observado que los mecanismos epigenéticos que regulan la transcripcion de genes codificantes para
proteinas, como la metilacion, acetilacion o modificacion de histonas, también pueden ejercer un

.. . 3,25, 31
control sobre la transcripcion de los microRNAs .



Processing of pre-miRNA
into smalFRNA duplexes

Cytoplasm

;w}./ \ , Delivery of RISC-miRNA
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- sequence
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Figura 1: Biogénesis de los microRNAs. La maduracion canodnica inicia en el nacleo con la transcripcion de los genes que contienen
las secuencias de los miRNAs por la RNA polimerasa I o IIl generando asi un transcrito primario (pri-miRNA) de longitudes mayores a
1 Kb. A continuacion estos pri-miRNA es procesado por el complejo microprocesador por la proteina Drosha y su cofactor DGCR8
generando estructuras cortas de 70 nt de longitud en forma de tallo-asa (stem-loop) conocidas como miRNA precursor (pre-miRNA).
Estas estructuras son exportadas al citoplasma por medio de la Exportina 5 y su cofactor la GTPasa Ran para ser de nuevo procesados
por Dicer quien se encarga de eliminar el asa y generando asi un duplex conformado por dos cadenas de aproximadamente 21 nt de
longitud (microRNA-microRNA¥*). Cuando este daplex se forma, es reconocido por el complejo RISC y procesado por la proteina
Argonauta que se encarga de degradar el microRNA* generando un microRNA completamente maduro y funcional. Cuando el
complejo RISC es activado, lleva al microRNA y lo une al mRNA blanco. Dependiendo del grado de complementariedad puede regular
de manera negativa la traduccién de protefnas o la degradacion del mRNA (Tomado y modificado de Libri, 2013 *).
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A nivel post-transcripcional la biogenesis de los microRNAs presenta diversos mecanismos de control
con el fin de regular su expresion. El procesamiento de los pri-miRNAs por el complejo
microprocesador (Drosha/DGCRS8) representa el primer punto de control a nivel post-
transcripcionalw’ 26 Se ha observado que DGCRS8 presenta un efecto estabilizador en Drosha al
unirse a un dominio ubicado en la region central y a su vez, Drosha controla la expresion de DGCRS
mediante el corte de estructuras “tallo-asa” presentes en la region 5'UTR de los mRNAs de DGCRS,

10, 27, 32

provocando la degradaci(')n del transcrito de DGCRS8 . Se ha postulado que este loop regulatorio

. . . .
es critico para promover un balance adecuado entre los niveles del complejo microprocesador y sus

10, 20, 23, 26
sustratos blanco .

Ademas, las modificaciones post-traduccionales de todas las proteinas que conforman el complejo
microprocesador pueden regular la estabilidad, localizacion y actividad de este complejo proteico.
Drosha puede ser fosforilada para permitir su translocacion al ntcleo, mientras que la acetilacion
inhibe su degradacion y permite su estabilizacion. La desacetilacion promueve un aumento en la
afinidad de Drosha hacia los pri-miRNAs. Por otra parte, la estabilidad de DGCRS8 depende de

. . 10, 27, 32
fosforilacion ™ "

. Por tltimo se ha observado que proteinas como supresores de tumores pueden
controlar los niveles de Drosha en respuesta a un estimulo adverso para permitir la expresion de
microRNAs determinados. Un ejemplo es el supresor de tumores p53 quien en respuesta a un
estimulo adverso induce el aumento de los niveles de expresion del microRNA-34 para promover la

. . . . . 3333
detencion del ciclo celular o la induccion de apoptosis

Otro punto de regulacion a considerar es el que se lleva a cabo durante el transporte de los pre-
miRNAs del ntcleo al citoplasma por accion de la Exportina 5. Se ha observado que la GTPasa Ran al
hidrolizar GTP provoca el desensamble con la Exportina 5 promoviendo la inhibicion del proceso de
exporteB. Ademas, se ha observado que en respuesta a un dafio al DNA, la cinasa ATM es capaz de
activar a AKT resultando en el incremento de la afinidad de la exportina con los poros nucleares
provocando que el proceso de exporte se amplifique en generalze’ %2 También se cuenta con evidencias
que indican que la Exportina 5 es capaz de interactuar con el mRNA de la RNAsa de tipo III Dicer por
lo que si existen niveles altos de pre-miRNAs puede ocasionar la acumulacion del mRNA de Dicer en

32,36
el ntcleo™ ™.

El procesamiento de los pre-miRNAs por Dicer constituye el tercer punto de control a nivel post-

transcripcional durante la biogénesis de los microRNAs. Se ha observado que proteinas de union a
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RNA como TRBP o PACT son capaces de formar complejos de procesamiento capaces de estabilizar a

23, 32, 37 .
. Por otro lado, existen

Dicer provocando el aumento en el procesamiento hacia microRNAs
reportes que muestran que el mRNA de Dicer puede ser regulado por microRNAs que son producto
del procesamiento de esta RNAsa (un ejemplo es let-7 y lin-28) lo que constituye un loop auto-

20, 24, 36

regulatorio de los niveles de Dicer . Ademas, la actividad de Dicer puede ser regulada por medio

de modificaciones post-traduccionales como la metilacion que inhibe el procesamiento y la

. . .. . 18, 32
fosforilacion que aumenta la actividad de Dicer ™ ™.

De manera global, la actividad de los microRNAs depende de la disponibilidad de Argonauta activa en
el citoplasma. Como consecuencia la actividad de esta proteina se encuentra sujeta a regulacion post-
traduccional. Se ha observado que la fosforilacion de su serina 387 inhibe su actividad, por otro lado
una poli-4-hidroxilacion provoca su estabilizacion, relocalizacion y almacenamiento en los cuerpos-P.
Ademas, se ha observado que acetilacion o metilacion juegan un papel muy importante en la

9, 20, 38

modulacion de los niveles de Argonauta ** Finalmente Argonauta puede degradarse por medio de

poliubiquitinacion ' .

Por otro lado, la expresion de los microRNAs maduros se encuentra controlada de manera estricta en
respuesta a distintas sehales y/o a la activacion de supresores de tumores. Un ejemplo es el eje p53-
microRNA-34 ya que en respuesta a distintos factores (como el dano al DNA, la presencia de factores
pro-apoptoticos o la hipoxia), p53 es activado para promover la inhibicion del ciclo celular y de
manera simultanea, promueve un aumento en la expresion del microRNA-34 permitiendo asi un

30, 33, 34, 40
aumento en la muerte celular .

Se tienen evidencias de que la expresion de un microRNA determinado puede regularse por accion de
otro microRNA. Ejemplos de eso son el microRNA-29 quien controla simultaneamente los niveles de
proteinas que se encargan de regular los niveles de los microRNAs 34 y 449. Otro ejemplo es el
microRNA-22 quien al identificar dafio al DNA, provoca la disminucion de sus niveles promoviendo
el aumento de los niveles de los microRNAs-34 y 449", Ademas, se ha observado que el microRNA-
370 que regula la expresion del microRNA-122 para controlar la acumulacion de trigliceridos por

medio de la regulacion de SREBP-1, DGAT2 y Cptla“.

También, se ha observado que la funcion de los microRNAs maduros puede estar sujeta a regulacion

por otra clase de RNAs, denominados RNAs circulares (CircRNAs) los cuales se expresan a partir de
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diversas regiones gendmicas (exones, intrones, regiones intergénicas o de transcritos antisentido de 3
g g ) » Teg g

y 5" UTR) y se caracterizan por contener uno o mas sitios de union hacia diferentes microRNAs lo

. . . R 8, 43, 44
cual permite “secuestrar” al microRNA, neutralizando asi la inhibicion del mRNA blanco™ ™ ™.
Ademas, la funcion de los microRNAs puede ser inhibida por la accion de RNAs anti-sentido (creados

) P P

artificialmente) quienes actian por complementariedad de bases, uniéndose a los microRNAs

. e . 8, 45, 46
maduros y con ello provocar la inhibicion de sus efectos™™ ™.

Finalmente, en una poblacion celular especifica, la funcion de algunos microRNAs puede regularse de
manera temporal por lo que se ha observado que los mismos microRNAs pueden presentar

variaciones en su vida media que van de unas pocas horas a varios dias.
,
I.IV Cancer

Normalmente, la integridad y funcion de un tejido determinado se promueve por la accion de
proteinas clave, llamadas “supresores de tumores” que se encargan de controlar procesos tan
importantes como la proliferacion y la supervivencia celular, eliminando c¢lulas que se encuentran
senescentes o dafadas, evitando asi su propagacion. A su vez, tambic¢n existen diversas proteinas
denominadas “proto-oncogenes” que contrario a la accion de los “supresores de tumores” se encargan
de promover la proliferacion y la supervivencia celular cuando es necesario el reemplazo de celulas.
Por la accion coordinada de “proto-oncogenes” y “supresores de tumores” se mantiene un namero
constante de celulas en dicho tejido. Los “proto-oncogenes” se encuentran regulados de manera muy
estricta por diversos factores con el fin de evitar una desregulacion en los programas celulares, que

. 31,37, 47-49
pudiese provocar el desarrollo de enfermedades como el cancer™ ™" .

El cancer se caracteriza por presentar un crecimiento celular descontrolado, provocado por la
. . . .. .
acumulaciéon progresiva de mutaciones. Esto promueve el establecimiento de una poblacion celular
anormal, caracterizada por presentar alteraciones en los programas de control del ciclo celular,
muerte y migraci()n celular provocando el aumento de la proliferacion y la disminucion de la
apoptosis, asi como un aumento en la capacidad de migrar e invadir otros tejidos al diseminarse a

.  prs . . 5053
traves del sistema linfatico y sangul'neo mediante el proceso de metastasis

El proceso de transformacion celular se puede dividir en 5 o 6 etapas entre las que se encuentran A)

iniciacion donde una o varias células presentan un namero considerable de mutaciones, B) promocion



donde las mutaciones inhiben proteinas que promuevan la regulacion de la proliferacion y la induccion

de muerte celular, C) transformacion donde las celulas han adquirido un estado autéonomo, D)

progresion donde se establece una poblacion celular transformada, la cual es completamente distinta
y .

al entorno celular, E) formacion tumoral cuando se promueve la formacion de una masa tumoral y en

el 10% de los casos, F) metastasis cuando las células del tumor primario viajan y colonizan organos

distantes’”>’ (Figura 2, Panel A).

El concepto de que el desarrollo y progresion del cancer se promueve debido a las ventajas que la
celula adquiere a lo largo del tiempo, aumentando asi la sobrevivencia y proliferacion dentro de un
ambiente tumorigenico se ha asociado primeramente a la inestabilidad genomica producida por una
acumulacion excesiva de mutaciones al azar, la cual es considerada una caracteristica fundamental de

. 54-56
la blolog{a del cancer

. Dicha inestabilidad provoca la alteracion de la expresion de genes que se
encuentran involucrados en la regulacion de programas celulares fundamentales con el fin de conferir
ventajas que contribuyen a la iniciacion y progresion del cancer. Estas caracteristicas son la
proliferacion sostenida, la capacidad de eludir los programas de inhibicion de la proliferacion mediada
por supresores de tumores, la evasion de sehales iniciadoras de la apoptosis, la adquisicion de un
potencial de replicacion ilimitado, una estimulacion de angiogénesis sostenida, la creacion de un
ambiente pro-inflamatorio dentro de una poblacion tumoral, una reprogramacion del gasto y

formacion de la energia metabolica, la evasion del sistema inmunologico y la colonizacion de tejidos

lejanos (metastasis)” (Figura 2, Panel B).
1.V Asociacion de los microRNAs con el cdncer

En condiciones normales, los microRNAs que funcionan como supresores de tumores se encargan de

37, 57 .
722" De este modo, los microRNAs

regular negativamente la expresion de diversos “proto-oncogenes
que controlan los niveles de proteinas implicadas en el aumento de la proliferacion, migracion y/o
supervivencia celular se pueden considerar “supresores de tumores”. De manera contraria, un
aumento en los niveles de microRNAs cuyos blancos son supresores de tumores reciben el nombre de

. 37
“oncomiRs™"’.

Existen evidencias que muestran que algunos microRNAs juegan un papel determinante en el
aumento de la migracion celular, propiciando la induccion de metastasis. Este fenotipo celular es

diferente al que presentan las c¢lulas que forman tumores primarios, lo que sugiere que dentro del
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grupo de “oncomiRs” existe un sub-conjunto de microRNAs que contribuyen en la alteracion de

distintas vias de sefalizacion que regulan la transicion epitelio-mesenquima (EMT), la

adhesion/migracion/invasion, la apoptosis v la angiogénesis, para propiciar la metastasis. Estos
g ) pop y glog » P prop

microRNAs reciben el nombre de “metastamiRs™" ** (Figura 3).
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Figura 2: Fases del desarrollo del cdncer y las caracteristicas principales de una célula transformada. A) Representacion
esquematica de las fases de desarrollo del cancer. B) Caracteristicas adquiridas por las células durante la fase de progresion del cancer
(Tomado y modificado de Hannahan y Weinberg, 2011 .

Con base en esto se puede afirmar que las alteraciones que reduzcan los niveles de expresion de
microRNAs “supresores de tumores” o que aumenten la expresion de “oncomiRs” pueden provocar el

desarrollo y progresién del cancer.
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ESTADO NO NEOPLASICO
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“' Veld
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L]
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Regulacion de la migracion celular (TEM). .

Figura 3: Clasificacion de los microRNAs dentro del proceso de transformacion celular. Dependiendo del contexto celular, los

microRNAs “supresores de tumores” regulan negativamente la expresion de distintos “Oncogenes” inhibiendo la proliferacion,
s . . « oo -

migracion y supervivencia celular. Por otro lado los “OncomiRs” promueven el proceso de transformacion celular aumentando la

proliferacion y supervivencia celular. Dentro de los “OncomiRs” existe un sub-grupo de microRNAs que aumentan la migracion

. 1 {1a ind . 1 Leg e « . R
promoviendo asl la induccion de metastasis, estos se conocen como metastamiRs”.

L.VI Ubiquitina y mecanismo de ubiquitinacion

Las celulas regulan la expresion de sus genes a distintos niveles, desde la expresion del mRNA hasta la
modificacion y vida media de las proteinas. A nivel post-traduccional las proteinas pueden sufrir una
gran variedad de modificaciones entre las que se encuentra la union covalente de acidos grasos, union
de carbohidratos o glicosilacion, fosforilacion, acetilacion, metilacion, la sumoilacion y la
ubiquitinacién59’ .

La ubiquitina es una proteina pequena de 76 aminoacidos altamente conservada a lo largo de la
evolucion. En su extremo C-terminal presenta dos glicinas consecutivas, siendo la altima la que puede
unirse a residuos especificos mediante un enlace isopeptidico. También presenta varios residuos
internos de lisina, de los cuales el mas importante se ubica en la posicion 48 (K48) ya que a su

extremo N-terminal se pueden unir otras moléculas de ubiquitina formando asi una cadena de

5

poliubiquitina60 o

Normalmente, el mecanismo de ubiquitinacion de una proteina blanco consta de 3 reacciones

consecutivas, llevadas a cabo por 3 complejos enzimaticos: E1 (activacion), E2 (conjugacion) y E3
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(ligaci(')n)éz’ ®. Primeramente, una molécula de ubiquitina (Ub) se activa mediante la formacion de un
enlace covalente en un residuo de glicina de su extremo C-terminal, donde existe el motivo Leu-Arg-
Gly-Gly. La glicina final se adenila (por una reaccion dependiente de ATP), provocando la activacion
de la molécula de ubiquitina. La ubiquitina activada se une a un residuo de cisteina del extremo N-
terminal del complejo E1 formando el complejo E1-Ub. Después, el complejo E1-Ub interactta con
un residuo de cisteina del complejo E2, disociandose de El y de manera simultanea formando el
complejo E2-Ub. Finalmente el complejo E3 se une a la proteina blanco e interactiia con el complejo

E2-Ub, disociando E2 de la ubiquitina activada y uniendo esta Giltima a residuos de lisina especificos de

la proteina blanco mediante un enlace isopeptl'dicow’ 60, 62:64 (Figura 4).

or B KR
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Figura 4: Mecanismo de ubiquitinacién. El mecanismo de ubiquitinacion consta de 3 enzimas: de tipo E1 (activadora), de tipo E2
(conjugativa) y de tipo E3 (de ligacion). Una molécula de ubiquitina se activa y se une a una proteina determinada por un proceso de
tres reacciones consecutivas llevadas a cabo por las enzimas E1, E2 y E3. (Tomado y modificado de Lipkowitz, 2011 .

Inicialmente la funcion de la ubiquitinacion se describio como una marca para la degradacion selectiva
de proteinas, especialmente para las proteinas de vida media-corta. Sin embargo, se ha descubierto
que el mecanismo de ubiquitinacion es un proceso versatil ya que dependiendo del acomodo de las
moleculas de ubiquitina (desde una sola molécula hasta complejas cadenas poliméricas) se producen

. . . 64,65
diferentes efectos, ademas de la degradacion proteica™

Generalmente, los residuos Metl, Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 y Lys63 son los
principales aminoacidos que pueden sufrir ubiquitinacion por lo que las diferentes combinaciones en

estos residuos provoca la existencia de un cédigo de ubiquitinacion.

Las proteinas pueden sufrir monoubiquitinacion o multi-monoubiquitinacion lo que produce la

relocalizacion de las proteinas dentro de la célula, sufran una inhibicion temporal o sean retenidas en
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el citoplasmaél’ 6 por lo que estas modificaciones se encargan de regular el trafico vesicular, la
transduccion de senales, endocitosis y reparacion de DNA®. Por otro lado, las proteinas tambien
pueden sufrir poli-ubiquitinacion homogénea y heterogénea o poli-ubiquitinacion ramificada
homogénea o heterogénea principalmente en sus residuos Lys48 y Lys6368. Se ha reportado que la
presencia de una cadena de ubiquitina en el residuo Lys48 promueve la degradacion de la proteina
blanco por medio del proteosoma, en cambio si la cadena de ubiquitina se encuentra en el residuo
Lys63, la proteina blanco sufre una relocalizacion a distintos organelos para contribuir con la
reparacion del DNA, regular la senalizacion celular o el trafico vesicular 6% En algunos casos la
formacion de la cadena de poliubiquitina requiere la actividad adicional de factores de elongacion,
llamados complejos de ubiquitina E4 quienes funcionan como andenes y permiten que la cadena de

poliubiquitina se estabilize®’.
L.VII Regulacién del mecanismo de ubiquitinacidon y su asociacion con el cdncer

En la célula, la actividad de las ligasas de ubiquitina se encuentra estrictamente controlada a diversos
niveles. La regulacion a nivel transcripcional es fundamental para el control de la expresion de las
ligasas de ubiquitina. Sus mRNAs (de igual manera que con todos los transcritos producidos) son
poliadenilados en el extremo 3" y presentan un capuchon de 7-metil-guanosina en su extremo 5 y los
. . 10,

genes correspondientes pueden ser regulados por factores de transcripcion y supresores de tumores

19, 61,70 . . . 71 . . . .
777, ademas de ser regulados por mecanismos epigencticos’ . Por otra parte, los niveles y eficiencia
de la actividad de las ligasas de ubiquitina pueden ser reguladas mediante reacomodos de las regiones

13,25

3"y 5'UTR de sus mRNAs provocados por el proceso de splicing alternativo

A nivel post-transcripcional, las ligasas de ubiquitina pueden regularse por diversos mecanismos.
Dentro de estos se encuentra la fosforilacion, la auto-ubiquitinacion, la inhibicion por la interaccion
con proteinas inhibidoras, la union de pequefios ligandos en la region catalitica de las ligasas, la
eliminacion de las moléculas de ubiquitina por la accion de desubiquitinasas, ademas de una regulacion
espacio-temporal mediante el acomodo de las moléculas de ubiquitina en las proteinas blanco y una
regulacion mediada por proteinas activadoras y/o accesorias ya que se ha observado que algunas
ligasas de ubiquitina no tienen actividad por si solas, sino que requieren su asociacion con otros

. . 59, 60, 66, 72
elementos para realizar sus funciones .
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Ya que las ligasas de ubiquitina presentan un papel fundamental en la degradacion selectiva de
proteinas, con el paso del tiempo se ha incrementado el nimero de reportes que demuestran que una
desregulacion en los niveles de estas proteinas se ha asociado con el desarrollo del cancer®” .
Algunos ejemplos son la ligasa de ubiquitina MARCH7 que se sobre-expresada en cancer de ovario y
cuya inhibicion provoca la disminucion de la proliferacion, la migracion y la invasion celular”. Por
otro lado, una desregulacion en los niveles de la ligasa de ubiqutina Cullina-7 se ha asociado con el
desarrollo de cancer pulmonar y su inhibicion permite la disminucion de la proliferacion, ademas de
elevar los niveles de p21, p27 y p5374. Tambien se ha observado que los niveles de expresion de
RNF13 se encuentran aumentados en muestras de pacientes con cancer pancreético75. A su vez, la
sobre-expresion de MDM2 resulta en una mayor inhibicion de la actividad de p53, permitiendo el
desarrollo de diversos tipos de cancer por medio de la progresion ininterrumpida del ciclo celular y la

. 76-78
evasion de los programas de muerte celular™ ™.

L.VIII Ring Finger Protein 189 (RNFI 89)

Identificado en el 2004 por McDonald y colaboradores”, la ligasa de ubiquitina Ring Finger Protein 189
(RNF189), tambien llamada RFFL, CARPS2, Rififilina o Sakura, es una proteina cuyo gen se
encuentra localizado en el cromosoma 17 (17q12). El gen de esta ligasa se constituye por 7 exones
que por medio de splicing alternativo genera 3 isoformas proteicas, la primera (expresada
mayoritariamente) tiene una longitud de 363 aminoacidos y un peso de 43 kDa, la segunda presenta
una longitud de 355 aminoacidos (carece de los aminoacidos 296 — 303) y tiene un peso de 39 kDa y
la tercera con una longitud de 327 aminoacidos (careciendo de las regiones que van de los 197 — 244 y

de los 296 — 303 aminoacidos) pesa 36 kDa™*’.

La principal isoforma de RNF189 contiene 3 dominios estructurales. En su extremo amino terminal
(N-) presenta un dominio FYVE (four FYVE-containing proteins, Fablp, YOTB, Vaclp and EEAI, residuos
39 — 88) el cual se encuentra altamente conservado y permite a RNF189 interactuar con el Fosfatidil
Inositol 3-fosfato (PI3P)*'. El segundo dominio que presenta es un dominio CID (Caspase 8/10
Interacting Domain, residuos 238 — 289), el cual permite interactuar con las caspasas 8 y 10 para
poliubiqutinarlas para ser degradadas”®'. Finalmente en el extremo carboxilo terminal (C-) RNF189
presenta un dominio RING (Really Interesting New Gene, residuos 302 — 363) el cual le confiere

actividad de ligasa de ubiquitina permitiendo la eliminacion de proteinas de vida media-corta por
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medio de su poliubiquutinacion y posterior degradacién por el proteosoma 268 81 8 (Figura 5).
Cabe mencionar que las isoformas de esta ligasa de ubiquitina difieren tnicamente en la estructura del
dominio RING, por lo que solo la isoforma de 363 aminoacidos de longitud funciona como ligasa de

ubiquitina.

FYVE(50aa) CID(52aa) RING(62aa)

— 7 I = . +
39 88 238 280 302 H333 363

Figura 5: Estructura de RNF189. La ligasa de ubiquitina RNF189 presenta en su extremo amino terminal (N-) presenta un dominio
FYVE gfour FYVE-containing proteins, Fab]p, YOTB, Vaclp and EEAI), seguido de un dominio CID (Caspase 8/10 Interacting Domain)
(residuos 238 — 289) y en el extremo carboxilo terminal (C-) presenta un dominio RING (Really Interesting New Gen) (residuos 302 —
363). (Tomado de Wensheng Yang 2007 *')

La presencia de estos tres dominios estructurales le confiere a RNF189 la capacidad de regular varios
procesos importantes para la celula. Se ha observado que RNF189 se encuentra involucrada en la
regulacion negativa del proceso de endocitosis™, puede aumentar la supervivencia, mantener la
organizacion del citoesqueleto e inhibir la migracion celular mediante la degradacion del inhibidor del
complejo mTORC2, PRRSL®" . También se ha observado que puede regular positivamente la

migracibn mediante la degradacién de PKC delta®" ®

e inhibir el proceso de apoptosis por la via
extrinseca mediante la degradacion de las caspasas 8 y 10™ *" ¥ Ademés, RNF189 promueve la
proliferacion celular mediante la degradacion del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR1)
provocando el aumento de NF-KB* y a su vez, existen reportes donde se ha observado que RNF189,
por medio de su asociacion a la ligasa de ubiquitina MDM2, se encarga de aumentar la degradacion de

. . 80,81,83,87
p53 de manera s1nérg1ca PR

Ya que RNF189 es una proteina que se encuentra implicada en diversos procesos importantes para la
celula, ésta (al igual que todas las ligasas de ubiquitina) es regulada de manera muy estricta tanto a
nivel transcripcional como post-transcripcional y por esa razon el aumento de sus niveles en el

citoplasma se ha asociado con el proceso de transformacion celular.

La ligasa de ubiquitina RNF189 puede ser considerada un proto-oncogén ya que se ha encontrado

sobre-expresada en diversas lineas celulares tumorigenicas ademas de muchos tejidos tumorales como
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ovario, cervix, tero, mama y testiculo®'. En estos, se ha descrito que la inhibicion de los niveles de
esta ligasa por medio de small interfering RNAs (siRNAs) o short hairpin RNAs (shRNAs), aumentan la
sensibilidad de estos tumores a sufrir muerte celular por agentes quimioterapéuticos79’ . Por el
contrario, también se ha demostrado que la sobre-expresion de esta ligasa en c¢lulas transformadas

. . 80
promueve la supervivencia celular™.

Estos resultados muestran que la desregulacion de los niveles de RNF189 contribuyen con el
desarrollo, progresion y en algunos casos con la resistencia hacia diversos tratamientos, en especial
con los que promueven la muerte celular, desafortunadamente el conocimiento que se tiene sobre la
relacion entre esta ligasa de ubiquitina y el proceso de transformacion celular atin es poco. Por otra
parte, se ha observado que el aumento de los niveles de RNF189 se ha asociado con la disminucion de
los niveles de p53, el cual es considerado un regulador maestro, implicado en procesos vitales como la
reparacion del DNA, la salida del ciclo celular y en Gltima instancia la induccion de muerte celular,

provocando asi el desarrollo y/o progresién del proceso de transformacion celular.
LIX TP 53 “El guardidn del genoma”

El gen TP53 se localiza en el cromosoma 17 (17p.13) y codifica para una fosfoproteina de 393
aminoacidos. La proteina p53 esta conformada por 5 regiones estructurales. El dominio amino
terminal (N-) presenta dos subdominios transcripcionales de activacion denominados TAD1 (residuos
1-40) y TAD2 (residuos 41 — 60), ademas de un dominio rico en prolina (PRR), necesario para llevar
a cabo la actividad apoptotica (residuos 62 — 94). El dominio central se constituye por un dominio de
union al DNA el cual contiene un atomo de zinc y varios residuos de arginina (residuos 95 — 292).
Finalmente, el dominio carboxilo (C-) terminal presenta un dominio de tetramerizacion que es
esencial para la actividad de p53 (residuos 325 — 356) y un dominio multifuncional involucrado en la

regulacién de la uni6n al DNA (residuos 537 — 393)89’91 (Figura 6).

Conocido como el “guardian del genoma”, p53 es un supresor de tumores que actiia como un efector
de la respuesta celular ante diversos factores, tales como el dafo al DNA por radiacion ultravioleta o
radiacion ionica, errores en la replicacion, el acortamiento de los telomeros, la identificacion de
sefales hiperproliferativas, la disminucion de la concentracion de ribonucleotidos, hipoxia, estrés

oxidativo y falta de nutrientes .
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Dominio N- terminal Ntiicleo Central Dominio C-terminal
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Transactivacién  en prolina Tetramerizacion regulatorio

Figura 6: Estructura de p53. P53 esta constituido por un dominio amino terminal (N-) que contiene dominios de transactivacion
TADI y TAD2, una region rica en priolinas (PRR), un dominio de unién a ADN y un dominio carboxilo terminal (C-) que contiene un

dominio de tetramerizacion y un dominio regulatorio.

Al identificar cualquiera de estas senales, p53 orquesta la activacion de diversas vias de sefalizacion
controlando en primera instancia la reparacion del DNA, arresto del ciclo celular e incluso activando
el proceso de senescencia celular o en Gltima instancia promoviendo la muerte celular programada.
Ademas, p53 esta involucrada en la regulacion del desarrollo, la autofagia, la reprogramacion del

metabolismo celular, el control del destino celular y el control de la migraciéngg‘ o1.96,%7 (Figura 7).

Ya que p53 es una proteina fundamental en el control de procesos tan importantes, su actividad se
encuentra regulada de manera muy precisa. Las modificaciones post-traduccionales juegan un papel
critico en la regulacion de los niveles, la estabilizacion y el aumento/disminucion de la actividad de las
, I I I o
proteinas. Entre estas modificaciones se encuentran la fosforilacion, acetilacion, sumoilacion,
. o L L, 40,91,98-100
metilacion, nedilacion, glicosilacion y ubiquitinacion™ ™ .
En el citoplasma de una célula sana, p53 se encuentra expresado de manera constitutiva pero a una
concentracion muy baja, ademas de que se encuentra transcripcionalmente inactivo y tiene una vida

89,101,102 “p) regulador principal de la concentracion de p53 en la célula es el

media de 15 a 20 minutos
complejo conformado por las ligasas de ubiquitina de tipo E3, MDM2/MDM4 (murine doble minute
2/murine doble minute 4). Este complejo interactta directamente con los dominios de transactivacion
(TAD 1 y 2) enmascarandolos para evitar la activacion de p53 por medio de la interaccion con sus

diversos activadores y estabilizadores. De manera simultanea, este complejo se encarga de poli-

ubiquitinar el dominio C-terminal de p53 en seis residuos de lisina especificos (K370, K372, K373,
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K381, K382 y K383) resultando en el aumento de la degradacion de esta proteina por medio del

35, 87, 94, 103-105

proteosoma . Por otro lado, MDM2 en ausencia de MDM#4 puede poli-monoubiquitinar a

p53, reteniendolo en el citoplasma e impidiendo su importe al ntcleo.
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Figura 7: Funciones de p53 dentro de la célula. El supresor de tumores p53 se activa en respuesta a sefiales de dafio al ADN,
acortamiento de telomeros, estrés replicativo, la disminucion de la concentracion de ribonucleotidos, sefiales hiperproliferativas, estres
oxidativo, hipoxia y falta de nutrientes. Dependiendo del insulto, p53 aumentara la transcripcion de genes relacionados a la reparacion
del material genetico, el arresto del ciclo celular, la senescencia y en tltima instancia la muerte celular programada, ademas de otras
caracteristicas como la regulacion de la utofagia o la inhibicion de las senales desupervivencia dentro de un microambirnte tumoral,
entre otras. (Tomado y Modificado de Bieging, 2014)

Para responder ante los dafios que una c¢lula puede sufrir, existe una gran variedad de proteinas que

actian como sensores de dafio. Estas se pueden dividir en dos grandes grupos: las proteinas

pertenecientes a la familia de las MAP cinasas como JNK 1-3, ERK 1-2 y p38, o proteinas cinasas

como ATR, ATM, CHK1, CHK2, DNA-PK, CAK y TP53RK. Todos estos sensores se encargan de
19



identificar dafios tanto extrinsecos como intrinsecos, entre los que se encuentran las alteraciones en la
membrana plasmatica, la presencia de estres oxidativo u osmotico, hipoxia, aumento de sehales
hiperproliferativas, falta de nutrientes, dafos al DNA, errores de replicacion, acortamiento de

. . . . . . 35, 89, 95, 106
telomeros y la disminucion de la concentracion de ribonucleotidos™ ™ ™ ™.

En respuesta a algin insulto, estos sensores activan p53 por medio de una fosforilacion conjunta de las
serinas 15, 20 y la treonina 81, ubicadas en su dominio N-terminal provocando su estabilizacion y el
aumento de la afinidad por el DNA ademas del aumento en su vida media (pasando de 20 minutos a 5-

35, 78, 94, 107

6 horas aproximadamente) . De manera simultanea, las ligasas MDM2 y MDM#4 sufren una

fosforilacion que provoca la disociacion de p53 y el inicio de un ciclo de auto-poliubiquitinacion y

. . 104, 108
posterior degradacion via proteosoma

. Despues de ser fosforilado, p53 se heptameriza y cada
subunidad sufre una acetilacion en las lisinas K320, K372 y K382 ubicadas en su extremo C-terminal.
Esta acetilacion la pueden realizar diversas acetiltransferasas como pCAF, CBP, p300, Tip60, MOF y
MOZ provocando la exposicion de su dominio de union al DNA y el aumento en su afinidad hacia

98, 99, 107, 109, 110
este

. Una vez fosforilado y acetilado, el heptamero p53 es introducido al nucleo y
comienza su funcion como elemento de respuesta al iniciar la transcripcion de secuencias especificas
del DNA denominados “elementos de respuesta” o RE, lo que provoca el aumento de la expresion de

genes involucrados en la reparacion del DNA, el arresto del ciclo celular, la induccion de senescencia o

apoptosis, la regulacion del metabolismo, autofagia o migracion celular” > 1112 (Figura 8)

En conjunto, estos datos indican que p53 juega un papel critico en el mantenimiento de la integridad
celular y es por eso que se ha demostrado que la disminucion en los niveles o la pérdida de la funcion

92,99, 113-116 .
. P53 se ha consolidado como

de p53 se ha asociado con el proceso de transformacion celular
el supresor de tumores mas alterado en el cancer humano ya que se estima que entre el 30% y el 80%

. . . 91
de los canceres son provocados por la inactivacion de este supresor de tumores .
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Figura 8: Blancos de p53. En respuesta a un insulto, p53 se encarga de aumentar la transcripcion de genes que regulan la reparacion
del ADN, el arresto del ciclo celular, la senescencia, la induccion de apoptosis. Ademas es capaz de regular el metabolismo, la autofagia

y la inhibicion de la migracion/invasion celular. (Tomado y modificado de Bieging, 2014 )

Stem cell biology:
*Cdknla * mir-34b/34c
*mir-145 * Notch1

* mir-34a
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II. ANTECEDENTES /]HSTIFICACI()N

Se ha observado que dependiendo del contexto celular el microRNA-7 puede funcionar como un

« » 1o . y . . . . ,

supresor de tumores” disminuyendo proliferacion, supervivencia y migracion celular en cancer de
. 117 / I . 118 7 119 ’ . 120 .

ovario ', cancer gastrico °, cancer de mama = y cancer cervical ©. Por otro lado, diferentes

evidencias indican que su sobre-expresion se ha asociado con un potencial oncogénico en carcinoma

121 / s 122,123
renal ~ y cancer de pulmon .

De acuerdo con esto, previamente en nuestro grupo de investigacion se evaltio el potencial
oncogenico del microRNA-7 en un contexto pulmonar, en donde se mostro que la sobre-expresion
del microRNA-7 aumento la proliferacion celular, la migracion celular y promovio la formacion de

124
tumores en ratones nu/nu .

Ya que los microRNAs regulan la expresion de una gran cantidad de proteinas involucradas en el
control de procesos fundamentales para la homeostasis celular, para entender la funcion de un
microRNA en un contexto celular especifico es necesario identificar los blancos que regula, por lo
que para conocer como el microRNA-7 promueve el proceso de trasformacion celular en un contexto
pulmonar, se identificaron los blancos de este microRNA en la linea celular A549 mediante la técnica

de pull down.

Esta técnica se basa en la incorporacion de una molécula de biotina (Bi) al microRNA de estudio (Bi-
miR-7) para posteriormente transfectar este microRNA modificado en la linea celular de interés
(A549). Despues de 24 horas, las celulas transfectadas se lisaron para liberar su contenido y con ayuda
de perlas recubiertas con estreptavidina, los complejos RISC que contienen diplex Bi-miR-7/mRNA
se separaron del RNA total. A continuacion, los RNAs que se lograron aislar son secuenciados para
identificar los blancos potenciales que tiene el microRNA-7 en el contexto celular evaluado (Meza-
Sosa, en preparacion). Finalmente, para confirmar los blancos se necesitan realizar ensayos

bioquimicos como la evaluacion de la actividad de luciferasa.

Mediante este analisis experimental se identificaron 435 blancos potenciales que podrian estar sujetos
a regulacion directa por el microRNA-7 y de todos estos blancos se buscaron proteinas que estuvieran

implicadas en la regulacién de procesos que se encontraran alterados durante el proceso de
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transformacion celular. Las proteinas identificadas se relacionaron con la apoptosis, la migracion, la
supervivencia, la proliferacion, la regulacion del ciclo celular, ademas de que se encontraron distintas

ligasas de ubiquitina (Tabla 1).

Angiogénesis Apoptosis Migracion Supervivencia Proliferacion Ciclo celular Ligasas
PIK3CD
ll\fflif PIK3CD
BCL2 LYPD3 ST;I(I;[AlLS
TMEM219 CRK PAKI RNF5
PIM1 PIK3CB RAF1 BCL3 RNF38
GRINA ZNF580 PIM1 TRIMS
BAD GIT1 ARMCI10 P;/I[(;PCZB zigiii RNF189
VAV3 PSME3 SMAGP PAK1 ZNF580 PIM1 RNF144A
BMF JOSD1 RELA MAPK?7 CBL
NODI1 PIK3R2 RELB PIK3R?2 UBE3C
CASP9 TTLLI11 EPSIS DCAF17
GRINA 41883
MAPK7
PFN2 NF2
ZYX
PAK1

Tabla 1: Blancos posibles del microRNA-7 obtenidos por medio de ensayos de pull down, los cuales se encuentran relacionados con algunas

caracteristicas que las células adquieren durante el proceso de transformacion celular.

La desregulacion, ya sea un aumento o disminucion de los niveles de una ligasas de ubiquitina
especifica puede contribuir con el desarrollo de cancer al promover la proliferacion, supervivencia o
migracion. En el caso de las ligasas identificadas mediante el pull down se cuenta con evidencias
experimentales que muestran que el aumento o disminucion en sus niveles inducen o revierte el
proceso de transformacion celular por lo que su estudio puede contribuir de manera significativa al

entendimiento de los mecanismos que se encuentran desregulados dentro de un estado neoplasico.

Con base en un analisis literario mas detallado de las funciones reportadas para cada una de estas
ligasas de ubiquitina, nos enfocamos especificamente en el estudio de la ligasa de ubiquitina RNF189
ya que como se menciono anteriormente, esta ligasa de ubiquitina se ha visto sobre-expresada en
diversas lineas celulares tumorigénicas ademas de muchos tejidos tumorales como ovario, cervix,
utero, mama y testiculo™ ®! contribuyendo con el proceso de trasformacion celular y que la reduccion
de sus niveles mediante small interfering RNAs (siRNAs) o short hairpin RNAs (shRNAs), aumentan la

1 . .. . 79, 88
sensibilidad de estos tumores a sufrir muerte celular por agentes quimioterapéuticos ademas de

23



que este analisis bioinformatico mostro que, a nivel post-transcripcional, RNF189 podria ser regulada

por accion del microRNA-7.

Teniendo en cuenta que: 1) la desregulacion de las ligasas de ubiquitina se ha asociado con el proceso
de transformacion celular, especificamente que la ligasa de ubiquitina RNF189 se sobre-expresa en
tumores derivados de diferentes contextos celulares y que regula los niveles del supresor de tumores
p53, 2) que el microRNA-7 puede actuar como un “supresores de tumores” dependiendo del
contexto celular y 3) que el analisis bioinformatico identifico que RNF189 puede ser blanco directo
del microRNA-7, proponemos que la funcion “supresora de tumores” del microRNA-7 se da en parte

al regular de manera negativa los niveles proteicos de RNF189, propiciando un aumento de los niveles

de p53.
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I11. HIPOTESIS

La funcion de supresor de tumores del microRNA-7 involucra prevenir la degradacion de p53
mediada por la ligasa de ubiquitina RNF189.

IV. OBJETIVOS

I1V.I General

Demostrar que la inhibicion de la ligasa de ubiquitina RNF189 por el microRNA-7, aumenta la
actividad del supresor de tumores p53.

IV.II Particulares
A) Confirmar que la ligasa de ubiquitina RNF189 es blanco directo del microRNA-7.
B) Determinar si la sobre-expresion del microRNA-7 inhibe la proliferacion celular.

C) Evaluar si la sobre-expresion del microRNA-7 aumenta la muerte celular de manera dependiente

de p53.
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V. MATERIALESY METODOS

V.I Lineas Celulares

Como modelo in vitro se utilizaron las lineas celulares positivas para el Virus del Papiloma Humano
CaSki y SiHa (ambas con subtipo 16), HeLa y Calo (ambas con subtipo 18), ademas de la linea celular
C33A derivada de un carcinoma cervical no positiva para VPH y la linea celular A549 que es un

adenocarcinoma de células basales epiteliales alveolares humanas.

Las lineas CaSki, Siha, HeLa, CalLo y C33A se mantuvieron en medio RPMI Advanced (Roswell Park
Memorial Institute Advanced), mientras que la linea A549 se mantuvo en medio DMEM-F12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12). Ambos fueron suplementados con Penicilina 50
unidades/mililitro (U/mL), Estreptomicina 50 miligramos/mililitro (mg/mL) y Glutamina 2
milimolar (mM), ademas de Suero Fetal Bovino (SFB) al 1 y 5%, respectivamente. Las cé¢lulas se

mantuvieron en una atmosfera de CO2 al 5%, 37 °C con 90% de humedad.

Para mantener los cultivos, a las cajas que contenian las celulas se les retiro el medio, se lavaron dos
veces con PBS 1X, se les agrego tripsina (0.05 %) y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C. Despues
de esto y con ayuda de una micropipeta, las c¢lulas se despegaron completamente del fondo de la caja,
se adicion6 medio de cultivo suplementado en relacion 1:1 con respecto a la tripsina para inactivar la
accion peptidasa y finalmente tomar el volumen necesario y colocarlo en otra caja que ya contenia

medio nuevo, logrando una dilucion determinada.
V.II Criopreservacion celular

Las lineas celulares en cultivo se lavaron dos veces con PBS 1X, se retiro y se agrego tripsina (0.05
%) para luego incubarse durante 5 minutos a 37 “C. Pasado el tiempo, las cé¢lulas se despegaron del
fondo de la caja con ayuda de una micropipeta y se les agrego medio suplementado (relacion 1:1 con
respecto a la tripsina) para detener la accion peptidasa de la tripsina. El medio se transfirio a tubos de
fondo conico de 15 mL de capacidad. A continuacion estos tubos se centrifugaron durante 5 minutos a

1200 revoluciones por minuto (rpm).
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Finalmente, el medio se retiro del tubo y la pastilla celular se resuspendi6 en 1 mililitro (mL) de SFB

con 8 % de dimetil sulfoxido (DMSO) y se coloco en un vial de congelacion para ser guardado a -70

°C.
V.III Plasmidos

Para los experimentos se utilizo el vector de clonacion pcDNA 3.1 (Invitrogen) y el vector pcDNA
3.1 al que se le inserto la secuencia del microRNA-7 de Mus musculus (pcDNA/miR-7), el cual fue

. . 123
generado previamente en el laboratorio ™.

V.IV Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados para los ensayos de Western Blot fueron: anti-Actina (I-19): sc-1616,
adquirido de Santa Cruz Biotechnology, el anticuerpo anti-RNF189 GTX117832 adquirido de GeneTex
y el anticuerpo anti-pSAPK/JNK (Thr183/Tyr185) #9251 adquirido de Cell Signaling.

El anticuerpo anti-p53 (pab 204): sc-99 de Santa Cruz Biotechnology fue proporcionado por el Dr.
Victor Hugo Bermadez Morales (Instituto Nacional de Salud Publica) y el anticuerpo anti-caspasa 3
procesada #9662 de Cell Signalling, proporcionado por el Dr. Tomas David Lopez Diaz (Instituto de

Biotecnologia, UNAM).

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron rabbit anti-mouse IgG-HRP: sc-358920, mouse anti-

goat IgG-HRP: sc-2354 y donkey anti-rabbit IgG-HRP: sc-231 7de Santa Cruz Biotechnology.
V.V Andlisis bioinformdtico

Primeramente, de la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org) se obtuvo la secuencia de la
region 3'UTR de la ligasa de ubiquitina RNF189 y E6-AP de humano, ademas de la secuencia del
microRNA-7 maduro de la base de datos miRBase (http://www.mirbase.org). Para predecir si la
3'UTR de la ligasa de ubiquitina RNF189 presenta sitios de union potenciales para miR-7 se utilizaron
los programas PITA (http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction), RNAHybrid
(http:/ /bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid) y ~ miRanda  (http://www.microrna.org

/microrna/getGeneForm.do).

27



Para conocer la conservacion de la ligasa de ubiquitina RNF189 entre distintas especies se realizo un
Alineamiento de secuencias (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y para evaluar la
conservacion de los sitios de union predichos para miR-7, se realizo un Alineamiento de secuencias

multiple (Clustal Omega) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

Finalmente, para observar los blancos y las redes de interaccion de las distintas ligasas de ubiquitina se
utiliz6 el software PCViz Pathway Commons Network Visualizer

(http://www .pathwaycommons.org/pcviz).

V.VI Traaneccio'n transitoria con el microRNA-7 para medir los niveles de
RNF189 y evaluar proteinas que controlan la apoptosis por medio de cinéticas a

tiem pos cortos

En cajas de 60 mm se sembraron 500,000 cclulas pertenecientes a la linea celular CaSki y A549, a las
cuales, al tener un 80% de confluencia se les sustituyo el medio RPMI Advanced suplementado por

medio de transfeccion (RPMI Advanced sin suplementar).

Posteriormente, las celulas se transfectaron con 500, 1000 y 2000 nanogramos (ng) del vector
pcDNA/miR-7, utilizando cé¢lulas transfectadas con 1000 ng del vector pcDNA vacio como control
para evaluar los niveles de expresion de la proteina RNF189 (43 kDa) y Actina (43 kDa) como control

de carga por medio de Western blot despues de 48 horas.

Por otro lado, celulas CaSki se transfectaron con 1000 ng del vector pcDNA/miR-7 y 1000 ng del
vector pcDNA vacio y se dejaron incubar durante 4 horas. Transcurrido el tiempo, a las celulas se les
coloco medio RPMI Advanced suplementado al 1% con Suero Fetal Bovino y se obtuvieron imagenes
fotograficas, ademas de cosecharse a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas post transfeccion para observar la
viabilidad celular y posteriormente conocer los niveles de p53 (53 kDa), pJNK (46 y 53 kDa) y

caspasa 3 (17 kDa) mediante Western Blot, utilizando como control de carga Actina (43 kDa).
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V.VII Transfeccion transitoria con el microRNA-7 y conteos celulares

En cajas de 24 pozos se sembraron 100,000 c¢lulas de las lineas CaSki, SiHa, HelLa, Calo, C33A y
A549 por pozo y se incubaron durante 4 horas a 37 “C. Despues, las c¢lulas se transfectaron con 1000
ng del vector pcDNA/miR-7, 1000 ng de pcDNA 3.1, transfectadas tnicamente con lipofectamina
2000 (Invitrogen) y c¢lulas no tratadas. Cuatro horas despues el medio de transfeccion se reemplazo
por medio RPMI suplementado al 10% con Suero Fetal Bovino (ByProducts) y el nimero de celulas se

determino a las 24, 48 y 72 horas post-transfeccion.

De igual forma, celulas CaSki transfectadas con 1000 ng de pcDNA/miR-7 y 1000 ng del vector
pcDNA 3.1 vacio fueron tratadas con el inhibidor de caspasa 3, z-vad (Calbiochem) a una
concentracion de 100 UM diluido en DMSO, pcDNA + inhibidor, miR-7 + inhibidor, con los
controles respectivos: celulas no transfectadas en presencia del inhibidor o de DMSO) para

finalmente evaluar el namero celular 24 horas post-transfeccion por medio de la camara de Neubauer.

Para determinar el nimero celular, las celulas se despegaron con tripsina y se tomaron 20 microlitros
(UL) de suspension celular, se colocaron en un tubo de polipropileno que contenia 20 UL de azul de
tripano y se mezclaron. Posteriormente se tomaron 10 UL de la mezcla y se colocaron en una camara

de Neubauer.

El procedimiento con el que se calculo el nimero de células fue el siguiente: se sumaron las celulas de
los 4 cuadrantes exteriores, el total se dividio entre el nimero de cuadrantes (4), el resultado se
multiplico por el factor de dilucion que fue 2 (1:1) y el total se multiplico por 10* células, lo que

resulta en el namero de células por ml.
V.VIII Tratamiento con luz Ultravioleta

En cajas de 60 mm se sembraron 500,000 c¢lulas pertenecientes a la linea celular CaSki y se dejaron
incubar durante 24 horas. Hecho esto a las células se les retir6 el medio de cultivo, se lavaron dos
veces con PBS 1X y se les colocaron 2 mL de PBS 1X. A continuacion las celulas fueron irradiadas
con 10 Joules/m2 (j/m2) durante 30 segundos. Terminado el tratamiento las células se lavaron

nuevamente con PBS 1X y se cosecharon a las 0, 2, 4, 6 y 8 horas post-irradiacion. Finalmente, por
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medio de Western blot se evaluaron los niveles proteicos de pJNK (46 y 53 kDa) utilizando Actina

como control de carga (43 kDa)
V.IX Extraccion de proteina total

Para obtener extractos proteicos totales, a cada caja de 60 mm de diametro se le retir6 el medio de
cultivo, se lavo dos veces con PBS 1X y se agregaron 100 pL de buffer de lisis TBL (Tris 20 mM pH
7.4, NaCl 137 6 250 mM (dependiendo del experimento), beta glicerolfosfato 25 mM, pirofosfato de
sodio (PPiNa) 2 mM, EDTA 2 mM pH 7.4, Triton X-100 1%, Glicerol (10%) con inhibidores de
proteasas (Pepstatina 5 lg/mL, Leupeptina 5 Ug/mL, Antipaina 5 [lg/mL, Aproptinina 5 pg/mL,

PMSF 1 mM), un inhibidor de fosfatasas (Na3VO4, 1 UM) y un agente reductor (DTT 0.5 mM).

Posteriormente, las cclulas se rasparon y se recupero el buffer, el cual se coloco en tubos de
polipropileno de 1.5 mL, se incubo en hielo por 15 minutos y se centrifugaron a 4 °C, durante 10
minutos a 15.000 rpm. Terminado el tiempo de centrifugacion, el sobrenadante se coloco en tubos de

polipropileno que se almacenaron a -70 °C.
V.X Western Blot

La concentracion proteica de las distintas muestras experimentales se determino mediante el metodo
de Bradford '”*. Cuarenta microgramos de proteina se desnaturalizaron en 30 microlitros de buffer de
muestra 1X (375 mM Tris-HCL (pH 6.8), SDS al 6%, gliceron al 4%, 2-mercaptoetanol al 2% y azul

de bromofenol al 0.03%) por ebullicion durante 5 minutos y se almacenaron a 4°C.

Las muestras se cargaron en un gel SDS-PAGE al 10 6 12.5% el cual se corrio a 30 microAmperes
(mA) durante 1:30 horas. Posteriormente, las proteinas ya separadas por peso molecular en el gel, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE-Healthcare) a un voltaje constante de 100

milivolts (mV) durante 90 o 45 minutos dependiendo del peso molecular de la proteina de interés.

A continuacion, la membrana se tifio con rojo de Ponceau 0.1 % (Sigma) para observar el patron de
las proteinas. La membrana se lavo con agua destilada para eliminar el exceso se colorante y se
bloqueo6 durante 1 hora con leche descremada al 5 % diluida en TBS-Tween-20 (TBS: 10 mM Tris pH

7.5, 150 mM NaCl y Tween-20: al 0.05%) (Sigma). Después se agregaron los anticuerpos primarios
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diluidos en TBS-tween 20 (0.05 %), conforme las especificaciones del proveedor durante una noche

a4 °C con agitacién constante.

Cumplido el tiempo de incubacion, se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno con TBS-
Tween-20, un lavado de 5 minutos con TBS-Tween 20 Alto en Sal (500 mM) y un lavado de 5
minutos con TBS-Tween 20 y se agrego el anticuerpo secundario correspondiente (dependiendo del
anticuerpo primario utilizado) diluido conforme las especificaciones del proveedor. Las membranas
con el anticuerpo secundario se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y con agitacion
constante para despues hacer dos lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween-20, un lavado de 5
minutos con TBS-Tween 20 alto en cloruro de sodio (500 mM) y un lavado de 5 minutos con TBS-

Tween 20.

Para observar la inmunoreactividad de los anticuerpos, estos fueron detectados por
quimioluminiscencia mediante un equipo c-Digit con el software Image Studio Lite Software donde se
adquirieron las imagenes finales. Con este mismo software se obtuvieron los valores densitometricos

de cada ensayo de Western Blot.

Finalmente, para probar la misma membrana con un anticuerpo diferente, se removieron los
anticuerpos utilizados anteriormente haciendo dos lavados de 20 minutos cada uno con solucion
desnudante (Glicina 200 mM, NaCl 500 Mm, pH 2.5), seguido de dos lavados de 10 minutos cada
uno con TBS-Tween 20 Alto en Sal y dos lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween 20.
Despues  se agregaron los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en TBS-Tween 20
conforme las especificaciones del proveedor durante una noche a 4 °C con agitacion constante para

continuar el protocolo como se describio anteriormente.

V.XI Determinacion de los niveles del microRNA-7 por medio de PCR en tiempo

real

El RNA total se extrajo conforme al método de Chomezynski y Sacchi'”®. La concentracién de RNA se
cuantifico en un NanoDrop (Thermo Scientific). Los oligonucleotidos utilizados para retrotranscribir
y amplificar el microRNA-7, se disefiaron segan lo reportado por Varkonyi-Gasic]27 y Chen'”. Los
oligonucleotidos (Informacion suplementaria) se analizaron para calcular la Tm y evitar la formacion

de dimeros mediante el programa Perl Primer.
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La transcripcion reversa se realizo de acuerdo con Varkonyi—Gasicm, utilizando la transcriptasa
reversa termoestable M-MLV (0.25 pl). La mezcla de reaccion se realizo utilizando Buffer First
Strand 5X (4 pl), (DTT 0.1 M (2 pl), NTP 10 uM (0.5 ul), oligo reverso U6 1 uM (1.5 ul), oligo
RT stem-loop miRNA 1 uM (1 ul) en agua DEPC en un volumen final de 20 pl por reaccion. En
todos los casos se utilizaron 100 ng de RNA total. Se incluyeron como controles negativos de la RT,
una reaccion sin enzima y otra sin RNA. El cDNA obtenido se congelo a -20°C hasta su uso en

reacciones de qPCR.

Para evaluar los niveles de expresion del microRNA-7 en las muestras se adicion6 1 pl de cDNA por
duplicado en la siguiente mezcla de reaccion para PCR en tiempo real para 10 pl: Platinum Sybr
qPCR 2X 5 ul; oligo Fw qPCR mir-7(10 uM) 1 ul; Universal qPCR Primer (10 uM) y H2O libre de
nucleasa 2 ul. EI snRNA U6 se utilizo como control de gen de referencia y para este caso en la mezcla
de reaccion se utilizaron dos pares de oligos especificos Fw qPCR U6 (2.5uM) y Rev qPCR U6 (2.5
uM). Las muestras se corrieron en un equipo de PCR tiempo real (Applied Biosystem) con los
siguientes parametros: 95°C, 10 minutos; ciclo 1-40 (95°C 15 segundos, 60°C 10 segundos); ciclo 41
95°C, 15 segundos, 60°C, 1 minuto; 95°C, 15 segundos. La Tm del microRNA-7 y la del snRNA U6
es de 60°C.

Posteriormente, para cuantificar los niveles del microRNA-7 en todas las muestras se obtuvo el valor
AACT y los valores se normalizaron con respecto al control (células trasnfectadas con el vector

pcDNA vacio).

V.XII Andlisis estadisticos

Los niveles de RNF189 en las lineas celulares CaSki y A549 se hicieron por triplicado. Los datos
representan el promedio + desviacion estandar. Para medir la significancia estadistica de cada uno de

los experimentos se realizaron pruebas de T de Student.

Los ensayos de proliferacion de las lineas celulares CaSki, SiHa, Hela, Calo, C33A y A549 se
realizaron por triplicado y cada condicion se realizo con triplicados técnicos. En el caso de los conteos
en células CaSki, utilizando el inhibidor de caspasa 3 se realizaron triplicados y cada condicion se

realizo con duplicados técnicos. Los datos representan el promedio T desviacion estandar. Para medir
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la significancia estadistica de cada uno de los experimentos se realizaron pruebas ANOVA seguida de

Tukey.

Los niveles del microRNA-7 se obtuvieron a partir de pools en cada una de las condiciones. Los datos
representan el promedio T desviacion estandar. Para medir la significancia estadistica de cada uno de

los experimentos se realizaron pruebas de T de Student.

Todos los valores fueron normalizados con respecto a las condiciones control y el valor p obtenido a

partir de estas pruebas fue definido como **¥p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.
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VI. RESULTADOS

VLI Las ligasas de ubiquitina ident{ﬁcadas como blancos del microRNA-7
mediante el pull down se encargan de regular diferentes procesos celulares

relacionados con el proceso de transformacion celular

La informacion experimental obtenida a partir del ensayo de pull down, indica que los blancos del
microRNA-7 incluyen 8 ligasas de ubiquitina: CBL, UBE3C, TRIM8, DCAF17, RNF5, RNF38,
RNF144A Y RNF189. Estas ligasas se encargan de regulan diversos procesos celulares fundamentales
mediante el control de los niveles (por degradacion) o la actividad (inhibiendo o modificando la
localizacion) de un gran ntimero de blancos y es por esta razon que la celula cuenta con diferentes
mecanismos encargados de controlar tanto la expresion como la actividad de estas proteinas con el

. . . . . 10, 13, 19, 25, 59, 60
proposito de mantener el funcionamiento adecuado de los diferentes sistemas celulares ™ > ™ = >

61, 66, 70-72

De estas ocho ligasas, se cuenta con evidencias de que el aumento en los niveles de RNF189
promueve la proliferacion, supervivencia e incluso incrementa la resistencia a tratamientos anti-
tumorales en cancer de ovario, cérvix, mama, Gtero y testiculo por lo que RNF189 se puede

. « /_+ 980,81, 88
ConSIderar como una hgasa Oncogenlca

. Por tanto RNF189 es una candidata ideal para evaluar
el efecto de la disminucion de sus niveles por accion del microRNA-7, en células tumorales. Por lo

que el siguiente paso fue confirmar que RNF189 es blanco directo de este microRNA.

VI.II La 3'UTR de la ligasa de ubiquitina RNF189 tiene sitios de union para el
microRNA-7

De acuerdo a los datos que sugieren que la ligasa de ubiquitina RNF189 puede ser blanco directo del
microRNA-7, el analisis bioinformatico mostro que en su 3'UTR existen 010 sitios de union
potenciales para este microRNA (Figura 9, panel A). De estos, los sitios localizados en las
posiciones 299 - 306 y 400 - 407 son los mejores candidatos con base en el valor AAG, parametro
termodinamico que indica que tan alta es la probabilidad de interaccion microRNA-mRNA (de -6.48

y -8.62 respectivamente), la complementariedad de la region semilla, determinante para la
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especificidad de interaccion la cual es 8/8 nucleotidos para el primer sitio de union y 7/8 para el
segundo y con base a la conservacion de esta secuencia en distintas especies ambos sitios se encuentran
en distintas especies de hominidos entre los que se encuentran Homo sapiens, Pan troglodytes y gorilla

gorilla (Figura 9, Panel B).

A Posicion "semilla"  AGduplex  AG open AAG
1 155 8:1:0 -15.22 -12.1 -3.11
2 299 8:1:0 -16.8 -10.31 -6.48
3 400 8:1:1 -12.7 -4.07 -8.62
4 527 8:1:1 -11.5 -12.87 1.37
5 1111 8:1:1 -14 -11.57 -2.42
[ 1566 8:1:1 -13.8 -7.61 -6.18
7 1655 8:1:1 -12.5 -10.91 -1.58
8 2207 8:1:1 -7.14 -5.29 -1.84
9 2329 8:1:1 5.4 -9.04 3.64
10 3841 8:1:1 -11 -13.01 201
CAGAAGG
B 5'UTR mir-7 3'UTR
- P -
1‘ 299.306 400-407 i
5978
AAG: -6.48 AAG: -8.62
Apareamiento: 8/8 nt Apareamiento: 7/8 nt
Homo sapiens . .giettee. .. Homo sapiens o giectee. ..
Pan troglodytes .. ghettec. .. Pan troglodytes .. gtestee, .
Gorilla gorilla ... gEottec. .. Gorilla gorilla ... groctee. .
Mandrillus leucophaeus  ...gtetece. .. Nomascus leucogenys ..gteetee. .
Ponge Abelii ..gtettee. .. Rhinopithecus roxellang  ...gtcctee. ..
Heterocephalus glaber - Papie anubis N
Microcebus murinus ...gtettec. .. Macaca fascicularis ..gtectec. ..
Macaea fascicularis ..grettec. ..
Saimiri boliviensis ...gtottec, ..
Nemascus leucogenys ...gtettec. ..

Figura 9: La 3'UTR de la ligasa de ubiquitina RNF189 presenta sitios de unién para el microRNA-7 A) Analisis bioinformatico
hecho con el programa PITA que muestra los sitios de union del microRNA-7 en la 3'UTR de RNF189. B) Esquema donde se
muestran los sitios ubicados en las posiciones 299 — 306 y 400 — 407 quien presenta el mejor valor termodinimico (AAG) ademés de la
complementariedad de su region semilla y la conservacion del sitio entre distintas especies.

El modelo in vitro elegido para evaluar la funcion supresora de tumores del microRNA-7 fue la linea
celular CaSki, la cual pertenece a un contexto de cancer cervical provocado por el Virus del Papiloma
Humano (VPH), subtipo 16. Esta linea retine varias caracteristicas importantes ya que se ha observado
que el supresor de tumores p53 no presenta mutaciones aunque se debe recalcar que sus niveles se
encuentran disminuidos por la accion de la ligasa UB3A, necesaria durante el ciclo de infeccion del

33, 111, 129, 130, 131, 132 . . . .
VPH , ademas de que en este contexto se tienen evidencias que el microRNA-7 actaa
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»117, 119, 133, 134

« / .
como “supresor de tumores y que en esta linea celular se ha asociado un aumento en los

niveles de RNF189 con el inicio y/o progresi(')n del proceso de trasformacion celular® *>®",

Para determinar que existe una interaccion directa entre la region 3'UTR de RNF189 y el
microRNA-7, se evaluo si el aumento en la expresion de este microRNA provoca la disminucion de
los niveles proteicos de RNF189. Para eso, c¢lulas CaSki y A549 fueron transfectadas con 1000 ng del
vector de expresion pcDNA que codifica para la secuencia del pre-miR-7 (pcDNA/miR-7) o 1000 ng
del vector de expresion pcDNA vacio (pcDNAv), 48 horas despues evaluamos los niveles de RNF189

por medio de western blot.

Al transfectar la linea celular CaSki con el microRNA-7, se observo una disminucion del 40% en los
niveles proteicos de RNF189 al compararse con las celulas transfectadas unicamente con el vector
pcDNAv (Figura 10, Panel A y B). En contraste, la expresion del microRNA-7 en celulas A549 no
disminuyo los niveles proteicos de RNF189 (Figura 10, Panel A y B). Los cambios en los niveles de
RNF189 no se deben a diferencias en la cantidad de proteina ya que los niveles de actina fueron
similares (Figura 10, Panel A y B). Para descartar la posibilidad de que las diferencias en los niveles
proteicos de RNF189 se debieron a un mecanismo independiente de la sobre-expresion del
microRNA en las celulas CaSki, los niveles de expresion del microRNA-7 se determinaron por medio
de PCR en tiempo real. Al transfectar la linea celular CaSki con el vector pcDNA/miR-7 se observo
un aumento de los niveles del microRNA-7 de aproximadamente 0.5 veces sobre los niveles de
celulas transfectadas con el vector pcDNAv, sin embargo, la variabilidad tan alta en los niveles del
microRNA de las células transfectadas no permitio observar diferencias significativas entre los niveles
de expresion de células transfectadas con el microRNA y con el vector pcDNAv (Figura 10, Panel
C). En cambio, en la linea celular A549, al ser transfectadas con el vector pcDNA/miR-7 se logro
aumentar tres veces los niveles de este microRNA a comparacion de los niveles de celulas
transfectadas con el vector pcDNAv (Figura 10, Panel C), sin embargo, dado que la linea celular
A549 se observaron niveles considerablemente elevados de RNF189, nuestros datos sugieren que en
estos experimentos, 1000 ng del microRNA-7 no son suficientes para disminuir los niveles proteicos

de RNF189.

Aunque no se lograron observar diferencias signiﬁcativas en los niveles proteicos de RNF189 y los

niveles del microRNA-7 en la linea celular CaSki, observamos una correlacion inversa por lo que
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nuestros datos sugieren que la ligasa de ubiquitina RNF189 puede ser regulada por accion del
microRNA en este contexto celular, ademas de que en la linea celular A549 a pesar de que se logro

sobre-expresar los niveles del microRNA-7, no fue suficiente para disminuir de manera significativa

los niveles de RNF189.

Cas-ki A549
peDNA miR 7 <DNA miR 7

i o
| ——

1

kDa

Actina

—_—
_

=

: O '.

[ CaSki + pcDNA (1000 ng)
=1 Caski +miR-7 (1000 ng)
B A549 + peDNA (1000 ng)
] B A549 +miR7 (1000 ng)

[ Caski + pcDNA (1000 ng)
3 CaSki + miR-7 (1000 ng)
El A549 + pcDNA (1000 ng)
@ AS549 + miR7 (1000 ng)

Niveles proteicos de RNF189
Niveles de expresion de miR:

Figura 10: La ligasa de ubiquitina RNF189 es blanco directo del microRNA-7 A) Las lineas celulares CaSki y A549 fueron
transfectadas con 1000 ng del vector de expresion pcDNA/miR-7 y el vector pcDNA vacio. Terminada la transfeccion las células se
dejaron incubar durante 48 horas. Después de este tiempo se midieron los niveles de RNF189 (43 kDa) y Actina (43 kDa) como control
de carga por medio de Western Blot. B) Densitometria del Western Blot. Cada valor representa el promedio de tres experimentos
independientes (+ desviacion estandar). C) Se preparo RNA total y por medio de q-PCR se midi6 la expresion del microRNA-7,
utilizando el snRNA U6 como control de carga. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba T de Student.*** p<<0.005, *
Pp<0.05 vs pcDNA.

VI.III La sobre-expresio’n del microRNA-7 inhibe la prohferacio’n celular de la

Iinea celular CaSki

Para evaluar la posibilidad de que la funcion de supresora de tumores del microRNA-7 sea mediado a
través de promover la disminucion de los niveles de RNF189, permitiendo que los niveles de p53
aumenten, controlando asi el proceso de transformacion en este contexto celular, evaluamos el efecto
de la sobre-expresion de este microRNA sobre la proliferacion. Para esto las células CaSki se
transfectaron con 1000 ng del vector pcDNA/miR-7 o 1000 ng del vector de expresion pcDNAv y el
namero de cé¢lulas se cuantifico a las 24, 48 y 72 horas post-transfeccion.
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Desde las 24 horas se observo una disminucion del 50% en el nimero de células que fueron
transfectadas con el vector de expresion pcDNA/miR-7, aunque el namero de celulas presenta un
ligero aumento a las 48 y a las 72 horas donde se registraron 70,000 c¢lulas, este fue
significativamente menor que el observado en las c¢lulas transfectadas con el vector vacio (Figura 11,
panel A y B). Esto sugiere que un aumento en los niveles del microRNA-7 provoca muerte dentro
de las primeras 24 horas post-transfeccion, ademas de que a las 48 y 72 horas las celulas restantes
presentaron una reduccion considerable en la proliferacion celular. En contraste, las células
transfectadas con el vector pcDNAv mostraron una proliferacion significativamente mayor a partir de
las 48 horas, el procedimiento de transfeccion con lipofectamina sin DNA tampoco afecto la
capacidad proliferativa de las células ya que se obtuvieron niimeros similares los de los cultivos no

tratados (Figura 11, panel A y B).

Para confirmar que el efecto de la sobre-expresion del microNRA-7 sobre la proliferacion o
sobrevivencia celular depende del contexto molecular, el cual es particular de cada linea celular, se
sobre-expreso el microRNA-7 en la linea celular A549. Acorde a los resultados reportados

. . . L 123,
previamente en nuestro grupo de anCStlga016n

% la expresion del microRNA-7 en las celulas
A549 indujo un aumento significativo en la proliferacion desde las 24 y hasta las 72 horas al

compararse con c¢lulas transfectadas con el vector pcDNA vacio (Figura 11, Panel C y D).

Los efectos observados muestran que la funcion de un microRNA se encuentra determinada por los
blancos que este regula en un contexto molecular determinado (caracteristico de cada linea celular) ya
que en CaSki un aumento en los niveles del microRNA-7 promovio la disminucion del niimero celular
dentro de las primeras 24 horas post-transfeccion en tanto que en la linea celular A549 ocurre el
efecto contrario. Lo cual también podria correlaciona con que el microRNA-7 reduce los niveles de

RNF189 en las celulas CaSki y no en las celulas A549.

Estos resultados indican que la sobre-expresion del microRNA-7 promueve la disminucién del
ntmero celular en un contexto de cancer cervical (CaSki) y por el contrario, dicha sobre-expresion
promueve el aumento de la proliferacion en un contexto pulmonar (A549), por lo cual, el siguiente
paso fue determinar el tiempo al que inicia la disminucion del nimero celular después de la expresion

del microRNA-7 y si esto es debido a la induccion de muerte celular.
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Figura 11: La sobre-expresion de microRNA-7 inhibe la proliferacién celular la linea CaSki. A y C) Se sembraron 100,000
células CaSki y A549 transfectadas con 1000 ng del vector de expresion pcDNA/miR-7, con 1000 ng del vector pcDNAv, transfectadas
tnicamente con lipofectamina y células sin tratar y se contaron a las 24, 48 y 72 horas. Cada valor representa el promedio de tres
experimentos independientes con triplicados de cada uno (+ desviacion estandar). B y D) Se preparo RNA total y por medio de q-PCR
se midio la expresion del microRNA-7, utilizando el snRNA U6 como control de carga. Cada valor representa el promedio de un
“pool” realizado (+ desviacion estandar). En el caso de los conteos celulares, el analisis estadistico se realizé con la prueba ANOVA
Tukey y en el caso de la medicion de los niveles del microRNA-7, se realizo una prueba T de Student. * p<0.05 vs pcDNA y sk
p<0.001 vs pcDNA, lipofectamina y sin tratamiento.

VI.IV La sobre-expresion del microRNA-7 promueve apoptosis de la linea celular

CaSki dentro de las primeras 24 horas post—trang“eccio’n

Diferentes evidencias indican que un aumento en los niveles del microRNA-7 produce un efecto

.« L. . . . 117-120
“supresor de tumores” en distintos contextos celulares mediante la induccion de muerte celular .
Por tanto evaluamos si la sobre-expresion del microRNA-7 induce apoptosis y para esto nuevamente

se realizaron transfecciones con 1000 ng del vector pcDNA/miR-7, 1000 ng del vector pcDNAv en la

linea celular CaSki y se monitorearon a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas.
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La expresion del microRNA-7 en celulas CaSki provocé un aumento en el nimero de células no
adherentes a partir de las 4 horas post-transfeccion, comparado con lo observado en las células
transfectadas con el vector pcDNAv, el cual se mantuvo a lo largo del experimento (Figura 12,
Panel A). Consistente con esto, las cé¢lulas transfectadas con el microRNA-7 solo alcanzaron el 40%
de confluencia 24 horas despues de la transfeccion (Figura 12, Panel A). En cambio las c¢lulas
transfectadas con el vector pcDNAv presentaban un niimero menor de celulas no adheridas y
alcanzaron la confluencia 24 horas después de la transfeccion (Figura 12, Panel A). Dado que las
celulas en proceso de apoptosis se desprenden de la superticie de adhesion, evaluamos si la expresion

del microRNA-7 promueve la muerte celular por apoptosis.

.. .. . 109, 136-139
Ya que la activacion de caspasa 3 es indispensable para que la c¢lula muera por apoptosis ,

evaluamos los niveles de caspasa 3 activa (la principal caspasa “efectora”) mediante Western Blot.

La expresion del microRNA-7 indujo un aumento progresivo en los niveles de caspasa 3 activa desde
las 2 y hasta las 24 horas, en cambio en las celulas transfectadas con el vector pcDNAv los niveles de
caspasa 3 activa se detectaron con un retraso de 10 horas, ya que sus niveles fueron evidentes a partir
de las 12 horas post-transfeccion y se mantuvieron hasta las 24 horas (Figura 12, Panel B y C). Esto
sugiere que la activacion de caspasa 3 promueve la muerte celular desde tiempos muy tempranos.
Consistente con esta idea, la muerte resultante de la sobre-expresion del microRNA-7 se previno al
incubar las c¢lulas en presencia de 100 um del inhibidor de caspasa, z-vad (Figura 12, Panel D),
ademas de que, al evaluar los niveles de expresion de este microRNA no se observaron diferencias
significativas entre las células tratadas con el microRNA y células tratadas con el microRNA y el

inhibidor (Figura 12, Panel E).

Estos resultados confirman que la expresion del microNRA-7 promueve apoptosis durante las
primeras 24 horas post-transfeccion por lo que el siguiente paso fue conocer si esto depende del

supresor de tumores p53.
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Figura 12: La sobre-expresién de microRNA-7 induce apoptosis en la linea celular CaSki. Se sembraron 500,000 células CaSki en
cajas de 60mm y 4 horas después fueron transfectadas con 1000 ng del vector pcDNA/miR-7 y 1000 ng del vector pcDNA vacio para
A) obtener fotografias y B) extractos celulares a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas para evaluar los niveles de Caspasa 3 (17 kDa) utilizando
Actina (43 kDa) como control de carga. C) Densitometria del Western Blot. D) Se sembraron 100,000 células Ca-ski transfectadas
con 1000 ng del vector de expresion pcDNA/miR-7, con 1000 ng del vector de clonacion pcDNA3.1 y se les administraron 100
micromolar del inhibidor de caspasa 3 z-vad y se contaron 24 horas después de la transfeccion. Cada valor representa el promedio de
tres experimentos independientes con duplicados técnicos de cada uno (+ desviacion estandar). E) Se prepar6 RNA total y por medio
de ¢-PCR se midio la expresion del microRNA-7, utilizando el snRNA U6 como control de carga. Cada valor representa el promedio
de un “pool” realizado (+ desviacion estandar).El andlisis estadistico se realizo con la prueba ANOVA Tukey *¥* p<0.001 vs Caski,
+DMSO. + zvad, lipofectamina, pcDNA, pcDNA + zvad y miR-7 + zvad. Por otro lado, en el caso de los niveles del microRNA, cada
valor representa el promedio del “pool” (+ desviacion estandar). El analisis estadistico se realizé con la prueba T de Student.
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V1.V La apoptosis resultante de la sobre—expresién del microRNA-7 no involucra

un aumento en los niveles de p53 o de JNK

Ya que nuestros datos mostraron que la expresion del microRNA-7 promueve apoptosis desde
tiempos muy tempranos probablemente al reducir los niveles de RNF189, nos preguntamos si esta
reduccion provocaria que los niveles de p53 incrementaran permitiendo que la muerte celular se
produjera. P53 fue el mejor candidato debido a que este supresor de tumores se considera una
/ . . . . !
proteina fundamental para el correcto funcionamiento de varios sistemas de control con que la c¢lula
cuenta para responder de manera adecuada ante diferentes estimulos adversos provocando la
inhibicion del ciclo celular, la reparacion del DNA la senescencia o en ultima instancia la induccion de
89, 90-97

apoptosis’ "', con esto, medimos los niveles de p53 en c¢lulas CaSki a diferentes tiempos después

de aumentar los niveles basales del microRNA-7.

Al evaluar los niveles proteicos de p53 en celulas CaSki a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas después de
transfectar con 1000 ng del microRNA-7 y pcDNAv, no observamos algin incremento en los niveles
de p53 (55 kDa) (Figura 13, Panel A). De acuerdo con la literatura, durante el ciclo de infeccion
del virus del VPH, se expresa el oncogén E6 quien mediante la asociacion con la ligasa de ubiquitina
UB3A (E6-AP) promueve la poliubiquitinacion y degradacion de p53 por el proteosoma por lo que en
las lineas celulares positivas para este virus, p53 se presente en niveles casi indetectables "*" 0 1* por
lo que esta puede ser la razon por la cual no se detecté un aumento en los niveles de p53 como
respuesta a la expresion del microRNA-7 (Figura 13, Panel A), sin embargo el hecho de que la
expresion del microRNA-7 en células CaSki promueva muerte celular aun cuando los niveles de p53

son muy bajos, nos puede sugerir que la muerte también podria ser provocada por un mecanismo

alternativo a p53.

Debido a que se tienen reportes de que la activacion de la cinasa JNK (c-Jun N-terminal kinase), puede

145-147
b

promover la muerte celular en respuesta a diferentes estimulos de manera independiente a p53
evaluamos los niveles de fosforilacion de JNK (que es un indicio de su activacion) pero tampoco
observamos un aumento o alguna variacion en los niveles de pJNK (46 y 54 kDa) a los tiempos
evaluados despues de la transfeccion de las celulas con el vector de expresion del microRNA-7
(Figura 13, Panel B). Sin embargo, en c¢lulas expuesta a radiacion UV observamos un incremento

de en los niveles de JNK fosforilado, lo que descarta la posibilidad de alguna falla el anticuerpo
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(Figura 13, Panel C) ademas de que nos indica que en la linea celular CaSki, JNK atn puede ser

modulado en respuesta a un estimulo adverso como la radiacion UV.

Estos resultados indican que la muerte provocada por la sobre-expresion del microRNA-7 no es por
medio de algt’m mecanismo efector de p53 o por un mecanismo alternativo como la muerte

dependiente de JNK.

24 MCF7 (+)

KDa

B
58
KDa
46
CaSki
C
Sin UV uv
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 (+)
55
/. pJNK
KDa /
46 w . — — — S — — — —— Actina

Figura 13: La apoptosis inducida por la sobre-expresién del microRNA-7 no es dependiente de p53 o pJNK. Se sembraron
500,000 celulas CaSki en cajas de 60mm y 4 horas después fueron transfectadas con 1000 ng del vector pcDNA/miR-7 y 1000 ng del
vector pcDNA vacio para obtener extractos celulares a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas para evaluar los niveles de A) p53 (53 kDa),
utilizando como control celulas MCF7 y B) pJNK (46 y 54 kDa), utilizando como control células cosechadas 8 horas después de ser
radiadas con luz UV (10 ]/m’). C) Se sembraron 500,000 células CaSki en cajas de 60mm y 24 horas después fueron tratadas con luz
UV a una intensidad de 10 J/m’ para obtener extractos celulares a las 0, 2, 4, 6 y 8 horas y evaluar los niveles de pJNK. En todos los
experimentos se utilizo Actina (43 kDa) como control de carga. Imagenes representativas de tres experimentos independientes. Las

flechas indica el peso esperado para p53 y pJNK.
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VL.VI La muerte celular provocada por la sobre—expresién del microRNA-7 es

especg’ﬁca de la linea celular CaSki

Ya que la linea celular CaSki es positiva para el Virus del Papiloma Humano, subtipo 16, nos
preguntamos si el efecto de la sobre-expresion del microRNA-7 podria reproducirse en otras lineas
celulares también positivas para este virus como Hela (VPH 18), CaLo (VPH 18) Y SiHa (VPH 16),

ademas de la linea neoplasica C33A, (negativa para VPH) que se us6 como control (Figura 14).

SiHa (VPH16) C33A (VPH-)

HeLa (VPH18) Calio (VPH18)

Figura 14: Lineas celulares obtenidas para evaluar los efectos de la sobre-expresion del microRNA-7.

Primeramente se evalu6 el efecto de la sobre-expresion del microRNA-7 sobre la proliferacion la
linea celular Hela, positiva para VPH subtipo 18 utilizando las mismas condiciones al evaluar las
celulas CaSki. Contrario a los efectos de la expresion del microRNA-7 en celulas CaSki, en células
Hela no se observo efecto en la proliferacion ya que el nimero de células aumento de manera
consecutiva a las 24, 48 y 72 horas en todas las condiciones experimentales (cé¢lulas transfectadas con
el vector pcDNA/miR-7, transfectadas con el vector pcDNA vacio, células transfectadas inicamente
con lipofectamina y celulas no tratadas) (Figura 15, Panel A, lado izquierdo), a pesar de que el
microRNA-7 se sobre-expreso aproximadamente 8 veces sobre los niveles de las células transfectadas

con el vector pcDNAv (Figura 15, Panel A, lado derecho).
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Figura 15: EI efecto provocado por la sobre-expresion del microRNA-7 no se presenta en las lineas celulares HeLa, CaLo,
SiHa y C33A4. Se sembraron 100,000 células de cada linea celular y se transfectaron con 1000 ng del vector de expresion
pcDNA/miR-7, con 1000 ng del vector de clonacion pcDNA3.1, transfectadas Gmicamente con lipofectamina y células sin tratar y se
contaron en los tiempos indicados (Graficas de la izquierda). El analisis estadistico se realizo con la prueba ANOVA Tukey. Por otro
lado, se prepar6 RNA total y por medio de q-PCR se midi6 la expresion del microRNA-7 a las 24 horas de haber transfectado el vector
pcDNA/miR-7, utilizando el snRNA U6 como control de carga (Graficas de la derecha). En el caso de los conteos celulares, cada valor
representa el promedio de tres experimentos independientes con triplicados de cada uno (+ desviacion estandar). En el caso de los
niveles del microRNA-7, cada valor representa un el promedio de un “pool”. El analisis estadistico se realizo con la prueba T de

Student. *** p<0.001, ** p<0.01 vs pcDNA, Lipofectamina, Sin tratamiento.

45



En la linea celular Calo (también positiva para VPH subtipo 18), aunque la expresion del
microNRA-7 previno la proliferacion celular comparado con la observada en las células tratadas con
lipofectamina o c¢lulas no tratadas (Figura 15, Panel B, lado izquierdo) no observamos diferencia
estadisticamente significativas en el nimero de celulas entre las celulas transfectadas con el vector
pcDNAv y aquellas transfectadas con el vector de expresion pcDNA/miR-7, independientemente del

tiempo y de los niveles de sobre-expresion del microRNA-7 (Figura 15, Panel B, lado derecho).

Similar a los resultados obtenidos con células Calo, en las células SiHa (positiva para VPH subtipo 16)
la sola introduccion del vector pcDNA vacio provoca la reduccion del niimero celular a los tiempos
evaluados, a comparacion de las células transfectadas unicamente con lipofectamina y las células no
tratadas (Figura 15, Panel C, lado izquierdo), independientemente del tiempo y de los niveles de

sobre-expresion del microRNA-7 (Figura 15, Panel C, lado derecho).

En el caso de la linea celular C33A, que es una linea de cancer cervical que contrario a las demas, no
es positiva para el VPH, ademas de que es nula para p53 debido a una mutacion puntual en su dominio
de transactivacion, la expresion del microRNA-7 tampoco afecto su proliferacion ya que el namero
de c¢lulas aumento de manera consecutiva a los tiempos evaluados en las distintas condiciones
experimentales (Figura 15, Panel D, lado izquierdo), independientemente del tiempo y de los

niveles de sobre-expresion del microRNA-7 (Figura 15, Panel D, lado derecho)

Con estos datos, podemos concluir que la induccién de apoptosis como resultado del aumento en los

niveles del microRNA-7 ocurre especificamente en la linea celular CaSki.

Al evaluar los niveles basales del micro-RNA 7 en estas lineas celulares mediante PCR en tiempo real,
observamos que las celulas Hela tienen los niveles mas altos, seguido de las lineas celulares SiHa y
Calo (Figura 16). De manera muy interesante, la linea celular CaSki, al igual que la linea C33A son
las celulas que presentan los niveles mas bajos de este microRNA (Figura 16). Esto nos sugiere que
en la linea celular CaSki, al presentar niveles considerablemente mas bajos del microRNA-7, un
aumento (aunque sea sutil) podria ocasionar los efectos observados en la proliferacion celular, lo que
evidentemente también depende del contexto celular, dado que esto no se observo en la linea C33A.
Ademas de esto, podemos observar que los niveles basales del microRNA-7 en la linea celular A549
son parecidos a los que presenta la linea celular CaSki, lo que nos reafirma que la funcion de un

microRNA determinado (en este caso el microRNA-7) se encuentra influenciado por el contexto
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molecular de una poblacion celular especifica, ya que un aumento en estas dos lineas celulares provoca

tanto la induccion de la proliferacion (A549) como la induccion de apoptosis (CaSki).

R @l Caski
@ Hela
@@ SiHa
1 Calo
—_ 1 C33A
A549

-7

Niveles de expresion de miR-7

Figura 16: Las lineas celulares CaSki, HeLa, SiHa, CaLlo y C334 presentan diferentes niveles basales del microRNA-7. Se
preparo RNA total y por medio de q-PCR se midio la expresion del microRNA-7, utilizando el snRNA U6 como control de carga.
Cada valor representa el promedio de un “pool” realizado (+ desviacion estandar. Para evaluar la significancia estadistica, se realizo una
prueba t de Student. * p<<0.05 vs pcDNA y *¥* p<<0.001 vs das distintas lineas celulares.
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VII. DISCUSION

Debido a que cada microRNA puede regular decenas de blancos de manera simultanea, formando
redes de regulacion sumamente complejas para controlar de la expresion de genes involucrados en la
regulacion de procesos fundamentales para que la celula funcione de manera correcta, la regulacion

por accion de los microRNAs se ha considerado una maquinaria primordial de control.

Sin embargo, para entender de mejor manera cual es la funcion de un microRNA determinado se
deben conocer los blancos que regula dentro de un contexto celular especifico. La prediccion
mediante el uso de algoritmos generalmente arroja cientos de blancos potenciales,
desafortunadamente, una gran parte de los microRNAs predichos no siempre son blancos bona fide,
ademas de que algunos analisis ignoran blancos relevantes para una funcion determinada. Por otra
parte un analisis donde se sobre-exprese un microRNA se identifican tanto los genes que son
regulados de manera directa como aquellos regulados de manera indirecta, ademas que es preciso
descartar los blancos inespecificos off-targets que solo pueden identificarse cuando se exacerban los
niveles de un microRNA determinado. Sin embargo, con la utilizacion de méetodos bioquimicos se ha
encontrado una manera mas directa para identificar los blancos de un microRNA especifico debido a
que se logra capturar el complejo RISC con el microRNA de interes unido a uno o varios de sus

mRNA blancos.

El analisis realizado a partir del pull down mostro que el microRNA-7 tiene como blancos potenciales
diversas proteinas que se encargan de regular procesos fundamentales como la angiogénesis,
apoptosis, migracion, supervivencia, proliferacion, el ciclo celular y que, cuya desregulacion (ya sea
un aumento o una disminucion) se encuentra asociada con la biologia del cancer (Tabla 1). Ademas
de esto y de acuerdo a la informacion obtenida, entre estos blancos tambien se identificaron 8 ligasas

de ubiquitina (CBL, UBE3C, TRIM8, DCAF17, RNF5, RNF38, RNF144A Y RNF1889).

Mediante el software online PCViz Pathway Commons Network Visualizer se realizo un interactoma donde
se puede observar que las 8 ligasas de ubiquitina se encargan de orquestar una intrincada red de
regulacion mediante el control de los niveles (por degradacion) o la actividad (inhibiendo o
modificando la localizacion) de una gran cantidad de blancos (Figura 17). Con base en la informacion
bibliografica, validaciones experimentales y correlaciones tomando en cuenta distintas bases de datos,
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Figura 17: Las ligasas de ubiquitina identificadas mediante el pull down regulan una gran cantidad de blancos. Mediante el
software PCViz Pathway Commons Network Visualizer (http://www.pathwaycommons.org/pcviz) se obtuvo la red de regulacion de las
ligasas de ubiqutitina CBL, UBE3C, TRIM8, DCAF17, RNF5, RNF38 y RNF144 (remarcadas en negro). Las lineas verdes indican un
control sobe la actividad de la molécula blanco, las lineas azules indican un control sobre la expresion, las moléculas no identificadas se

encuentran en color rojo y RNF189 (RFFL) se encuentra resaltada en color rojo.
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este software establecio las interacciones entre las ligasas de ubiquitina y todas sus moléculas blanco.

Como se sabe, la alteracion (ya sea el aumento o la disminucion) de los niveles de una ligasas de
ubiquitina especifica puede contribuir con la iniciacion o progresion del proceso de trasformacion

. . . . . . ., , . 63, 70, 148
celular, promoviendo proliferacion, supervivencia, migracion y/o metastasis

y en el caso de
CBL, TRIMS8, RNF5, RNF144A y RNF189 se cuenta con evidencias experimentales que muestran
que el aumento o la disminucion de sus niveles provoca la modificacion de los patrones de expresion
de sus diferentes blancos promoviendo asi un mayor estado cancerigeno por lo que su estudio

puede contribuir de manera significativa al entendimiento de los mecanismos que se encuentran

desregulados dentro de un estado neoplasico.

La ligasa de ubiquitina CBL (Casitas B-lineage Lymphoma) representa un nodo fundamental en la
regulacion (mediante la degradacion de diferentes blancos) de distintas vias de sefalizacion que se
desencadenan en respuesta a la activacion de receptores celulares. Se ha visto que esta ligasa, descrita
como un proto-oncogen, controla la migracion, la adhesion y la remodelacion del citoesqueleto por
medio de la degradacion de la integrina a5, paxilina, talina, Rap1. FAK y WAVE2'" " ademas se ha
observado que el aumento de esta ligasa promueve la proliferacion y la supervivencia mediante la
interaccion con EGFR, FAK, PKC alfa y PI3K en varios tipos de cancer como pancreas, gastrico,

, , .y , ;149,151,152 153
melanoma, pulmon, prostata, rinon, testiculo y corazon .

Por otra parte, la ligasa TRIMS (Tripartite motif § o Glioblastoma-expressed RING finger protein), expresada
de manera ubicua se ha visto expresada a niveles casi indetectables en cancer de laringe y
glioblastoma. Se ha observado que en estos tipos de cancer, esta ligasa se encarga de degradar al
supresor de tumores SOCS1 que se induce por la activacion de NFkB, ademas se ha observado que
regula los niveles de PIAS3, el inhibidor de STAT3 dependiente de IL-6, ademas de que
recientemente se ha comprobado que un aumento en sus niveles provoca el aumento en los niveles del

154,155
supresor de tumores p53 .

Normalmente, la ligasa de ubiquitina RNF5 quien se encuentra expresada en una gran cantidad de
tipos celulares, se encarga de regular la migracion mediante la degradacion de los niveles de Paxilina
por lo que su disminucion se ha relacionado con un aumento de la capacidad motriz de las células. En
contraste, un aumento de sus niveles provoca la disminucion de la supervivencia celular en cancer de
156, 157

pulmon por la inhibicion de la GTPasas Rho y la tirosina kinasa Src
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Aunque no se cuenta con mucha informacion se ha observado que en respuesta a un dano al ADN, el
supresor de tumores p53 promueve el aumento en los niveles de RNF144A ocasionando el

incremento del proceso apoptotico mediante la regulacién de la actividad de la cinasa DNA-PK"®.

Finalmente, se ha observado que la ligasa de ubiquitina RNF189 ocasiona un aumento sinergico de la
degradacion de p53 al asociarse con MDM2 quien es considerada como la principal reguladora de los
niveles de este supresor de tumores. También se ha observado que puede regular los niveles de
PRR5L, quien controla la supervivencia y la organizacion del citoesqueleto mediante una asociacion
con el complejo mTORC2. Por otra parte, RNF189 por medio de la disminucion de CRAF y BRAF
promueve la sobre activacion de PKC delta resultando en un aumento de la migracion celular,
ademas, es capaz de disminuir los niveles de las caspasas 8 y 10 por su degradacion, evitando asi la
muerte celular, en tanto que se ha observado que esta ligasa es capaz de regular los niveles de NFkB

mediante la degradacion del receptor TNFR1 quien regula a su activador, TNE”

Al conocer los blancos y el efecto que ocasiona la reduccion de los niveles proteicos de TRIMS y
RNF5 y RNF144A, podemos sugerir que estas funcionan como “ligasas supresoras de tumores” al
controlar la proliferacion, supervivencia y migracion celular. De manera contraria, observamos que,
un aumento en los niveles de expresion de las ligasas de ubiquitina CBL y RNF189 promueven la
proliferacion, supervivencia y migracion (en el caso de CBL) e incluso incrementa la resistencia a
tratamientos en cancer de ovario, cérvix, mama, utero y testiculo (en el caso de RNF189) por lo que
se pueden considerar como “ligasas oncogeénicas”, sin embargo, al conocer que la linea celular CaSki
(utilizada como modelo in vitro) expresa niveles muy bajos de la ligasa de ubiquitina CBL, concluimos
que RNF189 es la candidata ideal para evaluar el efecto de la disminucion de sus niveles por el

microRNA-7 en esta linea celular.

Ya que uno de los objetivos de este proyecto fue validar si la ligasa de ubiquitina RNF189 es blanco
directo del microRNA-7, el siguiente paso fue realizar un analisis bioinformatico con la finalidad de

conocer si la 3'UTR del mRNA de RNF189 presentaba sitios de union hacia el microRNA-7.

Mediante este analisis bioinformatico observamos que de los 10 sitios de union localizados dentro de

la 3'UTR de RNF189, tnicamente los sitios ubicados en las posiciones 299 - 306 y 400 — 407

presentan los mejores valores AAG (de -6.48 y -8.62 respectivamente) lo que indica una
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probabilidad de interaccion alta entre el microRNA-7 con la region 3'UTR de RNF189 ya que
mientras mas negativo este valor termodinamico, hay mayor probabilidad de interaccion. Ademas, al
observar las secuencias complementarias de los sitios de union se observa que el sitio 299 — 306
presenta 10/21 nt con complementariedad perfecta y el sitio 400 — 407 presenta 12/21 nt de
complementariedad, sin embargo al observar las secuencias semilla de ambos sitios se observa que el

primer sitio tiene una complementariedad de 8/8 y el segundo 7/8. Estos datos pueden correlacionar

con los valores AAG obtenidos para cada sitio de union.

Por otra parte se sabe que el sistema de proteosoma se encuentra conservado a lo largo de la
evolucion, desde bacterias hasta mamiferos por lo que al investigar, observamos que RNF189 se
encuentra conservada en distintas especies como Felis catus, Pteropus vampyrus, Heterocephalus glaber,
Equus przewalskii, Tarsius syrichta, Microcebus murinus, Saimiri boliviensis, Rhinopithecus roxellana, Nomascus
leucogeny, Macaca fascicularis, Papio anubis, Gorilla gorilla, Pan troglodytes y Homo sapiens, lo que puede
indicar que las funciones que realiza esta ligasa presentan una importancia evolutiva. Sin embargo, de
manera interesante los sitios de union que se encuentran dentro de la 3'UTR de RNF189 para el
microRNA-7 Ginicamente se encontraron en hominidos (Macaca fascicularis, Papio anubis, Gorilla gorilla,
Pan troglodytes y Homo sapiens) lo que indica que durante la evolucion esta ligasa obtuvo un nuevo nivel

de regulacién al adquirir la capacidad de ser regulado a nivel post-transcripcional.

Aunado a esta idea, el hecho de que un incremento de los niveles de expresion de esta ligasa se
encuentre asociado con el aumento de la proliferacion y supervivencia celular y por ende con el
proceso de transformacion celular podria correlacionar con que en hominidos la necesidad de
controlar de manera mas precisa los niveles de expresion de RNF189 haya favorecido su regulacion
por la accion de microRNAs y en especifico del microRNA-7. Estos datos apoyan la idea de que
RNF189 es un blanco directo del microRNA-7 en este contexto celular donde se tienen evidencias

que un aumento en los niveles de este microRNA tiene un efecto “supresor de tumores”.

A pesar de que no encontramos diferencias significativas entre los niveles del microRNA-7 en c¢lulas
transfectadas con el vector pcDNA/miR-7 y celulas transfectadas con el vector pcDNAv, observamos
una correlacion inversa con los niveles proteicos de RNF189, lo que sugiere que los niveles proteicos
de RNF189 pueden ser regulados de manera negativa por la accion del microRNA-7 y que ligeras

variaciones en los niveles basales de este microRNA son suficiente para disminuir los niveles proteicos
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de RNF189. Sin embargo, es necesario corroborar esta interaccion por medio de otras
aproximaciones experimentales como la clonacion de estos sitios de union en un vector de expresion,
la co-transfeccion de este vector junto con el microRNA-7 para realizar ensayos de actividad de
luciferasa y también realizar nuevos experimentos de transfeccion en esta linea celular o en otra

distinta.

De manera contraria como ya se menciono, en la linea celular A549 no se observo disminucion de los
niveles de RNF189 lo que sugiere en primer lugar que ni 1000 e incluso 2000 nanogramos (datos no
mostrados) del microRNA-7 son suficientes para reducir los niveles proteicos de RNF189, lo cual
puede deberse en parte a que las células A549 presentan niveles basales de RNF189
considerablemente mayores que los encontrados en las cclulas CaSki. Otra posibilidad es que en las
celulas A549, la region UTR 3'de RNF189 presente mutaciones en la secuencia de interaccion con el

miR-7 lo que provoca una resistencia hacia los efectos de este microRNA.

Al utilizar un exceso en la concentracion de un microRNA introducido de manera exogena se puede
propiciar la desregulacion y/o saturacion de los mecanismos de biogeénesis de miRNAs o
silenciamiento de mRNAs tanto in vitro como in vivo gracias a que provoca competencia por el
reclutamiento en el complejo RISC o para la interaccion con un mRNA banco especifico. Esto puede
respaldar el hecho de que la linea celular A549 presenta niveles del microRNA-7 endogenos mayores
que la linea celular CaSki por lo que es posible que en céelulas A549 al utilizar 500 ng de este miRNA
se lograra observar una ligera reduccion en los niveles proteicos (datos no mostrados), efecto que se
pierde al usar concentraciones mas altas. También se debe tener en cuenta que los microRNAs son
moleculas con un funcionamiento muy complejo ya que pueden ejercer control sobre decenas de
blancos al mismo tiempo por lo que no se descarta que al ser transfectado en estas lineas celulares

estos hayan interactuado con mas de una UTR y no solo con la de RNF189.

Finalmente, es interesante el hecho de que exista una correlacion entre los niveles tan altos de
RNF189 que expresa la linea A549 y el grado de agresividad que se puede observar al evaluar la
proliferacion y migracion celular por lo que en este contexto celular RNF189 también puede estar
funcionando como ligasa “oncogénica”. Nuestros resultados representan un claro ejemplo de la gran
complejidad que se presenta al estudiar la regulacion de un microRNA determinado en un contexto

celular especifico.
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Debido a que el microRNA-7 en un contexto cervical se ha descrito como un “supresor de tumores’
. . . .

ya que se ha encontrado una correlacion entre niveles de expresion reducidos y un aumento en la

transformacion celular, al evaluar el efecto del incremento de su expresion sobre la proliferacion de

células CaSki se observo un decremento en el nimero celular del 50% a las 24 horas.

Nuestros resultados sugieren que un ligero aumento en los niveles de este microRNA en las células
recién transfectadas fue suficiente para provocar la induccion de apoptosis probablemente mediante la
inhibicion de genes codificantes para supervivencia y la induccion de genes que promueven la muerte
celular ya que las células transfectadas tnicamente con el vector pcDNAv, tratadas tnicamente con
lipofectamina o cé¢lulas no transfectadas proliferaron de manera normal, lo que indica que este efecto
fue tGnicamente por la introduccion del microRNA y no como artefacto de la metodologia

experimental utilizada.

Al observar que estas celulas presentan niveles basales disminuidos del microRNA-7, proponemos que
. / ! . / ./
si se logran aumentaran ain mas sus niveles, podriamos observar una reduccion mayor de la
proliferacion, sin embargo, este efecto se perderia progresivamente debido a que la disponibilidad del
microRNA irfa disminuyendo a lo largo del tiempo. Por otro lado, también podemos sugerir que si se
llega a introducir una cantidad considerable del microRNA, podriamos observar la ausencia de algan
efecto ya que como se indico anteriormente, la introduccion de manera exogena de altas
concentraciones de uno o varios microRNAs puede propiciar la desregulacién y/o saturacion de los

mecanismos de biogénesis de microRNAs o silenciamiento de mRNAs.

Algo importante a notar es que a las 48 y 72 horas las cé¢lulas transfectadas con el microRNA-7
tuvieran una proliferacion muy lenta, lo que sugiere que las celulas que lograron sobrevivir a este
estimulo de muerte se encontraron bajo condiciones de estrés muy grande y por eso hayan sido
obligadas a inhibir el ciclo celular, mientras que en las otras condiciones experimentales se observo
una proliferacion normal. Aunado a esta idea, se debe tener en cuenta que conforme paso el tiempo y
de manera progresiva, los nutrientes, factores de crecimiento y el pH disminuyeron mientras que los
desechos celulares aumentaron por lo que las ce¢lulas utilizadas como control tuvieron una ligera
disminucion de la proliferacion entre las 48 y 72 horas. Ademas, al observar un minimo aumento en

el nimero de celulas transfectadas con el microRNA-7 a tiempos mas largos, podemos sugerir que al
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presentar una inhibicion en el ciclo celular, los nutrientes y factores de crecimiento se utilizaron en

. . 159, 160
cantidades reducidas™™ ™.

Asi mismo, aunque propusimos que similar a lo observado en células CaSki, el aumento en los niveles
del microRNA-7 promoveria apoptosis en las lineas celulares HeLA, Calo, SiHa y C33A, nuestros
datos mostraron que el efecto “supresor de tumores” del microRNA-7 es especifico de células CaSki

ya que observamos comportamientos diferentes en cada linea celular al evaluar la proliferacion.

Sin embargo es necesario considerar el hecho de que aunque todas estas lineas celulares pertenecen a
un contexto cervical, cada una presenta caracteristicas Unicas y distintivas. Un claro ejemplo son los
niveles basales del microRNA-7 tan diferentes que se encontraron en estas lineas (a excepcion de las

lineas CaSki y C33A que presentan niveles de expresion parecidos de este microRNA).

Aunque se ha reportado que al introducir 10,000 nanogramos del microRNA-7 en celulas HeLa se

134 165 120 .
, nosotros no observamos el mismo

promueve apoptosis 24 horas despues de ser transfectadas
efecto. Esta disparidad de efectos se debe probablemente a la cantidad de microRNA que se
transfecto, ya que en nuestras manos 1000 ng del vector de expresion pcDNA/miR-7 no fue
suficiente para lograr un efecto sobre la proliferacion por lo que es necesario transfectar
concentraciones mayores (10,000 ng) ya que como sabemos esta linea celular se encuentra en una

etapa de transformacion muy avanzada por lo que se necesita un estimulo de muerte muy grande para

lograr la induccion de apoptosis.

Al evaluar la proliferacion tanto de la linea celular SiHa como de la linea Calo, observamos que la sola
introduccion del vector pcDNA vacio (1000 ng) fue suficiente para promover la disminucion de la
proliferacion celular. Esto sugiere que la introduccion de material genético ajeno pudo ser
identificado como un agente estresor promoviendo la detencion del ciclo celular y/o induccion de
apoptosis. Por tanto podemos afirmar que en estas lineas celulares el microRNA-7 no tiene un efecto

« »
supresor de tumores.

De manera interesante y al igual que la linea celular Hel a, la expresion del microRNA-7 no afecto la
proliferacion de las c¢lulas C33A. Esto es importante ya que a pesar de ser negativas para VPH, estas
celulas expresan una version mutante de p53 no funcional (substitucion de arginina por cisteina en el

dominio de transactivacion). Si tomamos en cuenta esta observacion, podemos sugerir que la muerte
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observada en las cé¢lulas CaSki atn podria ser mediada a traves de p53, sin embargo, para validar esta
hipotesis es necesario encontrar una estrategia que nos permita evaluar un posible aumento de los
niveles de p53 en este contexto celular, donde, en primera instancia, los niveles de este supresor de
tumores se encuentran disminuidos por accion del oncogén E6, necesario durante el ciclo de infeccion
del Virus del Papiloma Humano. También podemos proponer que si al transfectar cantidades mucho
mayores de este microRNA se logra inducir muerte celular sin un incremento evidente de los niveles
de p53, podria significar en parte, que p53 no es el responsable del efecto observado en la linea

celular CaSki.

Dado que desconocemos si las lineas celulares Hela, SiHa, CaLo y C33A, en nuestras condiciones de
cultivo expresan RNF189, no podemos descartar la posibilidad de que la sobre-expresion del
microRNA-7 no haya tenido efectos sobre la proliferacion en las lineas celulares se deba a esta razon o
a que la region UTR 3’de RNF189 de estas lineas celulares presente mutaciones en la secuencia de
interaccion con el miR-7 lo que provoca una resistencia hacia los efectos de este microRNA. Por
tanto es necesario conocer los niveles de expresion de RNF189 en estas lineas celulares, ademas de las

secuencias de sus 3"UTR para tener informacion del estado de sus sitios de union con el microRNA-7.

A pesar de que el supresor de tumores p53 era el principal candidato para mediar el efecto pro
apoptotico del microRNA-7, por ser blanco de RNF189, no observamos un incremento en los niveles
de p53 despues de la sobre-expresion del microRNA-7. Sin embargo, como se menciono
anteriormente, dado que la linea celular CaSki es positiva para el Virus del Papiloma Humano, p53 se
expresa en niveles sumamente bajos debido a la accion del oncogén E6, quien mediante la asociacion
con la ligasa de ubiquitina UB3A (E6-AP) promueve la poliubiquitinacion y degradacion de p53 por el

33, 131, 140-144
proteosorna

, y otras moleculas (Figura 18), lo que explicaria porque no detectamos un
aumento en los niveles de p53. Esto a pesar de que un analisis bioinformatico indica que la ligasa de
ubiquitina E6-AP presenta en su region 3'UTR 16 sitios de union potenciales para el microRNA-7, de
los cuales las posiciones 19-25, 396-402, 699—675, 2351-2357 y 3448-3454 presentan los mejores
valores AAG (Tabla 2). Por tanto, a pesar de que bioinfomaticamente la ligasa de ubiquitina E6-AP
es un blanco potencial del microRNA-7, el hecho de que la sobre-expresion de este microRNA no
resulte en el incremento de p53, sugiere que este no es el caso o que las celulas positivas para VPH

han desarrollado algt’m mecanismo que inhibe la interaccion del microRNA-7 con los mensajeros que

codifican para E6-AP y RNF189.

56



Adicionalmente, el hecho de que la sobre-expresion del microRNA-7 tampoco resulto en la
activacion de JNK, sugiere que la induccion de apoptosis puede ser resultado de un mecanismo
independiente de p53 o JNK. Por tanto, es posible que tnicamente en la linea celular CaSki otros
mecanismos alternativos sean responsables de la induccion de muerte en respuesta a la expresion del

microRNA-7.

TERT

DKC1 GATAL..

CYP28A1 MEIST

Figura 18: Interactoma de la ligasas de ubiquitina UBE3A/E6AP. Mediante el software PCViz Pathway Commons Network
Visualizer (http://www.pathwaycommons.org/pcviz) se obtuvo la red de regulacion de la ligasa de ubiqutitina RNF189 (remarcada en
negro). Las lineas verdes indican un control sobe la actividad de la molécula blanco, las lineas azules indican un control sobre la
expresion, las moléculas no identificadas se encuentran en color rojo.

Sin embargo, la muerte de la c¢lulas CaSki inducida por el microRNA-7 es un evento apoptotico ya
que observamos la activacion de caspasa 3, indispensable para que la c¢lula muera 12,1361 Jesde las 2
horas y permanecen activas hasta las 24 horas al compararse con c¢lulas transfectadas tnicamente con
el vector pcDNA vacio donde se observo una activacion hasta las 12 horas. Consistente con esta idea,
la muerte resultante de la sobre-expresion del microRNA-7 se previno al usar el inhibidor de caspasa
z-vad. Aunque con estos resultados no podemos conocer por que via (extrinseca o intrinseca) se esta

activando caspasa 3.
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Como ya se menciono, el proceso de apoptosis se puede iniciar tanto de manera intrinseca como de
manera extrinseca, dependiendo del estimulo de muerte y cada via tiene sus propios componentes y
caracteristicas distintivas. La via intrinseca que se activa en respuesta a un amplia variedad de
estimulos que se dan dentro de la célula tiene como caracteristica distintiva la formacion del
apoptosoma y la activacion de la caspasa 9. Por otro lado, en la via extrinseca que es mediada por la
activacion de receptores en la superficie celular se activa el complejo DISC quien activa la caspasa 8.
Sin embargo ambas vias convergen en la activacion de caspasa 3, la principal “caspasa efectora” por

137, 161-163 . . 1y
. Con esto en mente como prlmera apr0x1mac1on

accion tanto de caspasa 9 como de caspasa 8
se podrian evaluar los niveles de estas caspasas e incluso utilizar inhibidores especificos de las caspasas
responsables de cada via (8 para la extrinseca y 9 para la intrinseca), o inhibidores de la formacion de

los complejos DISC o apoptosoma.

Posicién "semilla" AG duplex AG open AAG
1 19 S:1:0 7.4 —0.56 —6.43
2 O B:1:1 -3.&8 -3 .28 -0.33
3 396 S:1:1 -13.1 -3.49 -9.60
4 (-] B:1:1 -B.2 -2.7e -3.43
5 E£53 B:1:0 -5.24 -1.97 -4 2&
& 699 S=0:=0 -9.51 -1.19 -2.31
7 1335 B-1:1 -B.38 -8.31 -0 .48
= 1475 B:1:1 -14.5 -2.01 -3.88
9 2074 B:1:1 -1.2 -1.78 058
10 2351 8:1:1 -6.36 -13.12 676
11 2448 B:0:1 -10.2 -4.23 -3.96
12 2590 B:1:1 -3.2 -4.a0 1.40
13 F445 S:1:0 -2.51 -3.18 —6.32
14 4138 B:1:20 -5.81 -4.&5 -2.15
15 4141 B:1:20 =21 -3.22 -3.17
16 4a09 B:0:1 -13.&63 -10.03 -3.54

Tabla 2: La 3'UTR de la ligasa de ubiquitina E6-AP presenta sitios de unién para el microRNA-7 A) Analisis bioinformatico
hecho con el programa PITA que muestra los sitios de union del microRNA-7 en la 3'UTR de la ligasa de ubiquitina E6-AP

Como consecuencia de presentar niveles altos de RNF189, la linea CaSki podria presentar niveles
bajos de caspasa 8 (caspasa necesaria para la induccion de apoptosis por la via extrinseca) asi que al

incrementar los niveles de expresion del microRNA-7 provocaria la disminucion de RNF189,
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permitiendo que los niveles de caspasa 8 aumenten y si consideramos que durante el desarrollo y
progresion del cancer las células en proceso de transformacion atin conservan la capacidad de enviar al
medio extracelular factores de muerte, se puede sugerir que el aumento en los niveles de caspasa 8
produce que la via extrinseca sea capaz de inducir apoptosis al identificar sehales extracelulares
enviadas por otras celulas y completar su papel efector al activar e incrementar los niveles de caspasa 3
activa. El concepto de que durante la progresion de cancer para promover un estado tumorigénico, la
poblacion celular anormal va adquiriendo caracteristicas que les confieren ventajas adaptativas como la
capacidad de evadir sefales iniciadoras de apoptosis55 se podria asociar al hecho de que RNF189
ademas de degradar p53, puede disminuir los niveles de la caspasa 8 mediante su degradacion gracias

a la presencia de su dominio CID (Caspase 8/10 Interacting Domain)™.

Al observar el mapa de interaccion de RNF189 (Figura 19) tambi¢n podriamos sugerir, que la
muerte celular podria provocarse al incrementar los niveles de TRADD y TRAF2, ya que se sabe que
la interaccion entre estos dos adaptadores promueve la activacion de caspasa-8 y la induccion de la via
extrinseca que culmina con la activacion de caspasa 3" Por otro lado, si el aumento en esta caspasa o
en TRADD/TRAF2 no fuera suficiente para eliminar las celulas, el microRNA-7 podria promover el
proceso apoptotico mediante la disminucion de los blancos que el pull down arrojo relacionados con el
control de la apoptosis y la supervivencia celular (Tabla 1) como BCL2, TMEM219, PIM1, PSME3 y
ARMCI10 quienes son considerados factores anti-apoptoticos y cuya disminucion puede promover
muerte celular. Sin embargo, entre los blancos identificados por el pull down tambiéen se encuentran
factores pro-apoptoticos (BAD, NOD1, BMF, GRINA y caspasa 9) quienes se encargan de promover

muerte celular en respuesta a diversos factores.

Aunque es evidente que un aumento en los niveles del microRNA-7 puede producir la disminucion de
, . . . . .
moleculas que funcionan como factores anti-apoptoticos también se debe considerar que factores pro-
. ., . . . . . ,
apoptoticos sufririan dicha disminucion, sin embargo, es importante mencionar que en la celula
siernpre existe un balance constante entre factores pro—apoptoticos y anti—apoptoticos y solamente
cuando este balance se rompe, la celula puede promover apoptosis (al identificar mayores niveles de

. . . . . . . 161, 136, 137
factores pro-apoptoticos) o inducir supervivencia (cuando hay mas factores anti-apoptoticos) "7 .
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Durante el ciclo de infeccion del Virus del Papiloma Humano, la acciéon conjunta de los oncogenes E6
P ) ) g

y E7 se encargan de promover el proceso de transformacion celular de las celulas cervicales

principalmente mediante la inhibicion de p53 y Rb quienes son fundamentales en el control de la

33, 131, 140-144,166 . J
, sin embargo, el oncogen

supervivencia, la proliferacion y la regulacion del ciclo celular
E5, el oncogén menos estudiado de la biologia del VPH presenta un papel igual o mas importante ya
que se ha observado que se encarga de aumentar la eficiencia de los oncogenes E6 y E7'°, ademas de
que la expresion de los oncogenes E1 y E4 dependen en gran manera de la presencia de ES'Y.
También se ha reportado que ES5 es el transcrito mas abundante de las primeras etapas del proceso de
transformacion y mientras la infeccion transcurre, E5 es eliminado. A pesar de eso se sabe que en
algunas lesiones cancerigenas producidas por el VPH subtipo 16, E5 se encuentra altamente

168, 169
expresado .

De acuerdo con esto, se tienen evidencias que indican que el oncogén E5 puede promover la
transformacion celular de varias maneras. Primeramente mediante la inhibicion de los receptores de
muerte Fas y TRAIL inhibiendo asi la formacion del complejo DISC (caracteristico de la via extrinseca
de la apoptosis)'®. Por otro lado, es capaz de inhibir la apoptosis mediante la inhibicion del factor
pro-apoptotico BAX y estimular varia vias de sefalizacion mediante la activacion de EGFR, VEGF y

BCL2'Y.
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De manera muy interesante, se sabe que existen diferentes clases de oncogenes E5 y que ademas, se

ha visto que diferentes lineas celulares expresan diferentes niveles de este oncogen, lo que provoca
. . I . 169 .

diferencias en la agresividad del cancer producido ™ y en nuestro caso particular, solo la linea celular

CaSki presenta niveles considerablemente altos de este oncogénm.

Considerando la gran relevancia que el oncogen E5 presenta durante el ciclo de infeccion del Virus
del Papiloma Humano dado su capacidad de inhibir la muerte celular extrinseca y que la sobre-
expresion del microRNA-7 promovio apoptosis en células CaSki, que es la tnica linea celular de las
evaluadas que presenta niveles considerablemente altos de este oncogén”o, podemos sugerir que el
efecto “supresor de tumores” del microRNA-7 podria llevarse a cabo mediante la interrupcion de las
funciones de este oncogen por varios mecanismos: a) mediante la regulacion directa del mRNA del
oncogen por el microRNA-7 o b) que RNF189 y E5 actlien conjuntamente para inhibir la via
extrinseca de la apoptosis (RNF189 inhibiendo la caspasa iniciadora 8 y E5 inhibiendo la formacion del
complejo DISC), por lo que si el microRNA-7 disminuye los niveles ya sea de se podria estar

induciendo nuevamente la via extrinseca.
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VIII. CONCLUSIONES

A) En la linea celular CaSki, la expresion del microRNA-7 disminuye los niveles proteicos de la ligasa

de ubiquitina RNF189.

B) En la linea celular CaSki, el aumento de los niveles del microRNA-7 induce muerte celular.

C) El efecto de la sobre-expresion del microRNA-7 en la linea celular CaSki no depende del aumento

en los niveles de p53 o pJNK.

D) La sobre-expresion del microRNA-7 no tiene efectos en las lineas celulares Hela, SiHa, Calo y

C33A.
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IX. PERSPECTIVAS

A) Corroborar por medio de otras aproximaciones experimentales como ensayos de actividad de

luciferasa la interaccion entre la ligasa de ubiqutitina RNF189 y el microRNA-7.

B) Confirmar por otras aproximaciones experimentales que la sobreexpresion del microRNA-7

induce apoptosis en la linea celular Caski.

C) Conocer si la muerte celular inducida por la sobre-expresion del microRNA-7 es por un

mecanismo dependiente o independiente del supresor de tumores p53.

D) Establecer la participacion del oncogen E5 en la induccion de muerte celular en la linea celular

CaSki y determinar su estatus en las distintas lineas celulares.

E) Confirmar que la ligasa de ubiqutitina UB3A (E6-AP) es blanco directo del microRNA-7.
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X. INFORMACION SUPLEMENTARIA

X.I Secuencia de oligonucledtidos utilizados para determinar los niveles del

microRNA-7 en las distintas Iineas celulares por medio de PCR en tiempo real.

microRNA-7 (Mus musculus & Homo sapiens)
Secuencia uggaagacuagugauuuuguugu
Forward primer gggaggtggaagactagtgattt
Universal Reverse primer gtgcagggtcegaggt
Secuencia para PCR en tiempo real tggaagactagtgattttgttgt
Secuencia para RT stem loop gtegtatccagtgeagggtecgaggtattcgeactggatacgacacaaca
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