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“A veces, no se pone atencion en cosas importantes,

porque parecen demasiado sencillas”

José Marti (1853-1895)
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1. RESUMEN

El cancer cervical (CC) es una patologia que afecta a mujeres en edad reproductiva,
principalmente en paises en vias de desarrollo, es por esto que en nuestro pais es
considerado un problema de salud publica. Se ha identificado al virus del Papiloma
Humano como el agente etioldgico en el 99.9% de los tumores cervicales, no obstante,
se sabe que es un factor necesario, pero no suficiente para iniciar la carcinogénesis
cervical. Los microRNAs son moléculas pequefias (19-22nt) de RNA no codificante
capaces de regular la expresion génica por complementariedad de bases con la regién
3'UTR de los mRNA blanco, estas biomoléculas estan asociadas a diversos procesos
biolégicos tanto en estados normales y patolégicos, como el cancer. Los microRNAs
estan asociados a procesos carcinogénicos tales como la proliferacion celular, inhibicion
de apoptosis, migracién y metastasis. El papel funcional de los microRNAs en el cancer
es complicado de describir debido al caracter pleiotrépico de los mismos, es por esto que
el objetivo de este estudio fue describir la funcion de miR-196a, microRNA implicado en
el cancer cervical. En el presente trabajo se evalué el nivel de expresién de miR-1962 en
muestras de tumores cervicales, asi como en un panel de 5 lineas celulares derivadas
de CC, encontrandose este incrementado con respecto a los controles. Posteriormente
se procedid a identificar los blancos moleculares de este microRNA utilizando las
herramientas moleculares para prediccion de blancos TarBase, miRTarBase vy
DianaTools y se seleccionaron 3 genes asociados a los hallmarks del cancer ANXAL,
GATAG6 y PDCDA4, el analisis de expresion de los mismos indico una correlacion negativa

entre estos y miR-196a. Finalmente se midid la expresion proteica de GATA6 para
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demostrar que la expresion de miR-1962 afecta los niveles de expresion de dicha
proteina. Los resultados de este estudio contribuyen a la elucidacion de los procesos

celulares afectados por la desregulacion de los microRNAs en cancer cervical
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Abstract

Cervical cancer is a neoplastic disease affecting reproductive-age women, mostly in less
developed countries, therefore it is considered as a public health problem in Mexico. It is
already reported that human papilloma virus is the etiological agent in 99.9% of cervical
tumors, however it is a necessary but not sufficient factor for triggering cervical
carcinogenesis. MicroRNAs are small (19-22nt) non-coding RNA molecules better known
for its role in regulation of gene expression by base complementarity with 3'UTR region of
target mMRNAs, these biomolecules are associated with many biological processes, in
both, normalcy and pathologic states, such as cancer. MicroRNas are associated with
carcinogenic processes, as cell proliferation, apoptosis inhibition, migration and
metastasis. Unveiling the functional role of microRNAs in cancer is complex because of
the pleitropic behavior of these molecules, that is why the main objective of this project is
to describe the function of miR-196a, a microRNA involved in cervical cancer. In the
present work, the expression level of miR-196a was assessed in both, cervical tumor
samples and a set of 5 cervical cancer cell lines, finding an increment in it. Afterwards, we
proceded to identify the molecular targets of miR-196a by means of bioinformatics online
tools for predicting microRNA targets: TarBase, miRTarBase and DianaTools and 3 target
genes were selected because of their relationship with the hallmarks of cancer ANXAL,
GATAG6 and PDCD4, further analysis revealed a negative correlation between target and
miR-196a expression. Finally, protein levels of GATA6 were assessed in order to
corroborate the relationship between miR-196a and GATAG6. Taken together the results
from this study contribute to the elucidation of cell processes affected by microRNA

deregulation in cervical cancer.
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INTRODUCCION

1.1 Cancer cervical

1.1.1 Panorama mundial del cancer cervical

El cancer cervical (CC) es una patologia caracterizada por un crecimiento descontrolado
y anormal de las células que recubren el epitelio cervical. Histologicamente, el CC se
clasifica en carcinoma escamoso y adenoescamoso, siendo el primero el tipo de patologia

que comprende del 75% al 80% de los casos de CC1.

El CC es el cuarto cancer mas frecuente en mujeres, con un estimado promedio de 560
315 casos nuevos en 2018 (Figura 1) que representan el 7.1% de todos los canceres.
Aproximadamente el 90% de las muertes por cancer de cuello uterino se produjeron en

paises de ingresos bajos y medios.

De acuerdo con datos de la International Agency for Research on Cancer 2019 de la
World Health Organization, el CC es la cuarta enfermedad neoplasica mas comun en
mujeres, solo antecedida por el cancer de mama, colorrectal y de pulmon
respectivamente en 2018. Asimismo, en el mismo afio presentdé una mortalidad estimada

de 299 988 casos en el mundo. (Figura 2)
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Estimated number of incident cases worldwide, females, ages 15-84
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Figura 1. Cifra a nivel mundial de incidencia estandarizada de CC en mujeres entre edades de 15 y 84 afios en 2018.2
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Figura 2. Cifra a nivel mundial de mortalidad estandarizada de CC en mujeres entre edades de 15y 84

afios en 2018.2
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Figura 3. Tasa de incidencia de CC por cada 100 000 habitantes a nivel mundial. Las regiones
con una mayor incidencia de CC se representan en tonos mas oscuros de azul, en la figura destaca
el continente africano, el sureste asiatico y Latinoamérica como las regiones geogréaficas con una
mayor tasa de incidencia de CC.?

En este mismo periodo se report6é que las regiones con un menor indice de desarrollo y
consecuentemente, una menor calidad de vida, concentraron cerca del 85% de todos los
casos de CC, siendo el continente africano el sitio donde se reporté como el tipo de cancer
mas comun en mujeres, seguido del sureste asiatico donde se reportaron cerca del 56%
de todos los casos de CC a nivel mundial, y finalmente América latina y el Caribe se

identific6 como la tercera region con mayor incidencia a nivel global? (Figura 3).
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1.1.2 El cancer cervical en México

En 2018 se registraron 13 960 casos CC en nuestro pais, lo cual convirtid6 a esta
enfermedad como el segundo tipo de cancer mas comun entre mujeres mexicanas,

Gnicamente superado por las neoplasias de tipo mamario (Figura 4).

25000 =

20000

15000

10000

5000

Mama  Cérvix Colon Estéomago Higado
c y recto

Figura 4. Incidencia estimada de CC para México en 2018. El CC es el segundo tipo de cancer que mas

afecta a las mujeres mexicanas, solamente antecedido por el cancer de mama. 3

Durante el mismo periodo 4 764 defunciones fueron atribuidas al CC, presentado una
mortalidad cercana al 30%, lo cual la convierte en la segunda enfermedad neoplasica con

mayor indice de mortalidad en nuestro pais (Figura 5).
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Figura 5. Mortalidad estimada de CC para México en 2018. Con 4 764 casos de este tipo de cancer fue la

segunda enfermedad neoplasica mayor mortalidad en nuestro pais. 8

La distribucion geografica de CC en nuestro pais corresponde a la tendencia
internacional, ya que podemos encontrar las mayores tasas de mortalidad en regiones
con una menor calidad de vida. Un estudio realizado por Lozano-Ponce et al, en 2009,
puso de manifiesto que se atribuyen mas muertes a este patologia en estados del sureste

del pais, principalmente Oaxaca, Guerrero y Chiapas® (Figura 6).
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TASA ESPERADA DE
MORTALIDAD

M 1108 Region Sur
9,14 Regidn Centro
8,55 Region Norte
6.89 Cludad de Méxica

Figura 6. Distribucidon geografica de la mortalidad por CC en México. La distribucion nacional de la
mortalidad por este tipo de neoplasia muestra que las zonas con mayor incidencia se ubican al sur del pais,
mientras que la regién norte y la zona metropolitana de la Ciudad de México presentan las menores tasas

de mortalidad.® (Modificado de Lazcano-Ponce et al, 2008)

1.1.3 Clasificacion del cancer cervical

Este tipo de neoplasia se clasifica en funcién del tamafio y el grado de invasién del tumor,
y se organiza de acuerdo con la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) en etapas |, II, lll y IV. La etapa | comprende todos los carcinomas limitados al
cérvix, la siguiente corresponde a los carcinomas extendidos fuera de los limites del
cérvix, pero que aun no han pasado la pared pélvica, la etapa lll se asigna a los
carcinomas que han invadido la pared pélvica y el tercio superior de la vagina, y

finalmente la etapa IV aplica para los carcinomas que han invadido las mucosas del recto,
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la vejiga y la vagina. En la tabla 1 se describen con detalle cada una de las etapas de

esta patologia.

Tabla 1. Clasificacion FIGO para los distintos estadios del cancer cervical (Modificado de

Tewari y Monk, 2012) 4.

ETAPA 1

1A Carcinoma Unicamente identificado con un examen microscopico. La
invasion estd limitada al estroma, con un maximoe de 5 mm de
profundidad y 7 mm de extensidn horizontal,

1A7 La invasion en el estroma no supera 4 mm de profundidad y 7 mm ae
diametro.

1A2 La invasion en el estroma esta entre 3 y 5 mm de profundidad, pero no
supera 7 mm de didmelro.

B Las lesiones se limitan al cérvix, de lamafo mayor que el estadio |A.
Toda lesidn macroscopicamente visible ain de manera superficial se
considera un cancer en estadio I1B.

1B1 Lesiones visibles de tamario maximo 4 cm
B2 Lesiones visibles de tamaino mayor a 4 cm.
ETAPA 2

1A Ninguna afeccion parametrial evidente, la invasion afecta dos tercios
superiores de la vagina

ns Afeccion paramelrial evidente, sin afectar la pared de la peivis.

ETAPA 3
A Ninguna extension en la pared pelviana, pero afeccion del lercio interior
de la vagina.
{[1]:] Extension de la pared pelviana, hidronelrosis o disfuncion renal,
ETAPA IV
IVA Extension del tumor a los drganos cercanos a la pelvis
VB Extension a los drganos distantes.
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A partir de los trabajos realizados en la década de los 80 por el Dr. Harold Zur Hausen;
se logré establecer la correlacion existente entre el VPH y la carcinogénesis cervical.
Estos trabajos fueron el antecedente para descubrir la capacidad oncogénica de estos

virus.

Actualmente se reconoce que el 99.9% de los casos de CC contiene secuencias de VPH,
y que estos casos estan relacionados principalmente a 13 serotipos de VPH: VPH16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68. Estos son considerados de alto riesgo debido
a su alta capacidad carcinogénica. No obstante el 70% de los casos del CC se relacionan
directamente con solo 2 de los 13 serotipos oncogénicos, VPH16 y 18 (Bosch et al., 2002;

IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans). °

La infeccion con el Virus de Papiloma Humano (VPH) es la enfermedad de transmision
sexual con mayor incidencia a nivel mundial®. A pesar de la evidencia actual, se considera
qgue el VPH es un factor necesario, pero no suficiente para provocar el desarrollo de la
carcinogénesis cervical, ya que no todos los casos de mujeres infectadas por VPH,
incluso con aquellos tipos de alto riesgo, progresan a cancer. En la mayoria de los casos,
las mujeres menores de 30 afios que cuentan con un sistema inmune funcional son
capaces de resolver la infeccién por este virus, sin embargo, el riesgo de desarrollar

neoplasia incrementa cuando la infeccién provocada por el VPH es persistente’.

Ademas del VPH, existen otros agentes de transmision sexual que aumentan el riesgo a

desarrollar CC, entre los que destacan las infecciones por Chlamydia trachomatis y

Neisseria gonorrhoeae, aunque su presencia 0 ausencia no es determinante para el

desarrollo de esta patologia. La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana

también representa un factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad, esto debido
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a la inmunosupresion que representa dicha infeccion para la paciente, lo cual no le

permite combatir la infeccion por el VPH.

El tabaquismo es un factor que esta asociado practicamente a todos los tipos de cancer,
debido a la gran cantidad de agentes mutagénicos presentes en el humo del cigarro.
Factores hormonales como embarazos mudltiples y el consumo de anticonceptivos
hormonales incrementan el riesgo de desarrollar CC, esto debido a que el cérvix es un
tejido altamente sensible a estimulos hormonales®®. Estudios realizados en modelos
murinos apoyan indican que el receptor de estrégenos a esta sobreexpresado en este

tipo de cancer, y que su inhibiciéon disminuye la proliferacién celular©.

1.2 Cancer

El término cancer se refiere a un grupo altamente heterogéneo de enfermedades en las
cuales las células normales adquieren la capacidad de proliferacion infinita y evasion los
procesos normales de muerte celular, convirtiéndose a su vez en una célula tumoral o
transformada. El cancer puede originarse a partir de cualquier estirpe celular del
organismo, no obstante las enfermedades neoplasicas que tienen su origen en células
epiteliales son las que se presentan con mayor frecuencia, por ejemplo piel, colon, mama,
prostata, cérvix o pulmoén L. A pesar de los esfuerzos para combatir estas enfermedades,
el cancer continua siendo un problema de salud publica de relevancia mundial, ya que en

2018, se reportaron 14.1 millones de nuevos casos de enfermedades neoplasicas?®?.

La acumulacion de mutaciones que activan proto-oncogenes e inactivan genes
supresores de tumores, promueve el desarrollo de la célula tumoral 3. A su vez, el dafio

a la integridad del DNA promueve un estado de inestabilidad gendmica, lo cual coadyuva
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en la transformacion de las células normales hacia el fenotipo maligno.

La transformacion celular es un proceso multietapa que resulta de la acumulacion de
mutaciones somaticas que culmina en la adquisicién de 10 caracteristicas distintivas de
todas las células neoplasicas sin importar su origen clonal, conocidas como los hallmarks
del cancer. Estos eventos incluyen una proliferacion constante, evasion de las sefiales
de inhibicién del crecimiento, inmortalidad replicativa, desregulacion del metabolismo
energético, inestabilidad gendémica, induccion de angiogenésis, ambiente inflamatorio
mediado por el tumor, evasion de la respuesta inmune y de la apoptosis, asi como

capacidad invasiva y metastasis'*

1.3 Epigenética y cancer

Actualmente es ampliamente aceptado que las mutaciones, ya sea de lineas germinales
0 somaticas son un factor de riesgo para el desarrollo del cancer, no obstante en afios
recientes se han descrito otros eventos que van mas alla del cambio en la secuencia
primaria de nucleétidos de un gen'®. Estos eventos, denominados eventos epigenéticos
se han demostrado asociados directamente con el desarrollo del cancer, por ejemplo la
hipermetilacion de regiones promotoras en genes supresores de tumores, la
desmetilacién de regiones normalmente silenciadas del genoma, la modificacion del

cddigo de histonas, y la regulacién mediada por moléculas de RNA no codificante 1617,

Con el descubrimiento de que las regiones gendmicas que codifican para un producto
proteico corresponden unicamente al 1.5% del contenido total del genoma, se desperto
un interés de investigar la funcién del porcentaje restante, dentro del cual destacan los

RNAs no codificantes'®. Estas moléculas presentan diversos grupos tales como
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microRNAs, piRNAs, snoRNAs y INRNAs, los cuales son transcritos de manera tejido
especifica y se ha demostrado que juegan un papel crucial en los eventos regulatorios,
asimismo se ha demostrado que su expresion se encuentra alterada en distintos

padecimientos, entre ellos el cancer.

1.4 MicroRNAs

Los microRNAs son las moléculas de RNA no codificante estudiadas con mayor
profundidad, esto debido a su papel como reguladores de la expresién génica a nivel
postranscripcional mediante complementariedad de bases con la region 3’- No traducida

(UTR por sus siglas en inglés) de un mRNA blanco 1°2°,

Desde su descubrimiento a la actualidad, los microRNAs han sido asociados con una
gran cantidad de procesos celulares, tales como control del desarrollo, diferenciacién
celular, muerte celular programada, control del metabolismo y la respuesta inmune?.
Este hallazgo fue realizado mientras se llevaban a cabo investigaciones con respecto al

desarrollo embrionario del gusano nematodo Caenorhabditis elegans.

Mientras se analizaba la funcién del gen lin-4 de Caenorhabditis elegans se encontr6é que
este gen no codifica para ningun producto proteico, no obstante, su expresion es
inversamente proporcional al del producto del gen lin-14, el cual codifica para una

proteina necesaria para el desarrollo embrionario normal de este nematodo.

Posteriormente, mediante ensayos de clonacion, se descubrié que el producto de lin-4
era un RNA pequefio con complementariedad de bases hacia la region 3'UTR del mRNA

de LIN-14, lo cual condujo a los investigadores a postular la hipotesis de que este RNA
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pequefio no codificante era capaz de regular la expresion a nivel post-transcripcional de

LIN-14 2223,

1.5 Biogénesis de los microRNAs

En su mas reciente actualizacion, la base de datos miRbase 21 tenia registro de 24 521
microRNAs reportados, de los cuales 2 585 corresponden a la especie Homo sapiens
(hsa-miRNAs) 242> esta base de datos continua siendo actualizada con los nuevos

descubrimientos sobre microRNASs.

Los microRNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il por dos mecanismos, el primero
es en forma policistronica 26, en la que un solo transcrito largo contiene varios genes para
microRNAs, mientras que el segundo es monocistronico 2728). La mayoria de los genes
que codifican para microRNAs se localizan dentro de las regiones intronicas de otros
genes codificantes, por lo que su transcripcién esta acoplada al sitio promotor de dicho
gen. No obstante algunos genes que codifican microRNAs se encuentran aislados de
cualquier otro gen, por lo que se sabe que poseen su propia secuencia promotora; la

razén por la cual existe esta distincion ain es desconocida??

Los transcritos primarios de microRNAs policistronicos adoptan una estructura
caracteristica de tallo-asa de algunos cientos de bases de longitud, en una doble cadena,
la cual se conoce comunmente como microRNA primario o pri-miRNA. La escision del
pri-miRNA esta a cargo del complejo de microprocesamiento nuclear, que a su vez esta
conformado por una RNAsa-Ill nuclear denominada DROSHA vy la proteina Di George
syndrome critical region 8 (DGCR8), (también conocida como PASHA o Partner of

Drosha) 1°2°, El complejo de microprocesamiento es capaz de reconocer el sitio de corte
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en el pri-miRNA debido a que la proteina DGCRS8 identifica la marca epigenética N6-

metiladenosina en la secuencia de nucleétidos del microRNA primario .

El complejo de microprocesamiento nuclear realiza cortes especificos que liberan un
fragmento de ~60-70 nucleétidos, con una estructura similar a la del pri-miRNA,
denominado microRNA precursor (pre-miRNA). Una vez que el procesamiento nuclear
concluye, el pre-miRNA es transportado hacia el citoplasma mediante la carioferina
Exportina-5, la cual se acopla al mecanismo de hidrélisis de RanGTP para obtener la
energia necesaria para llevar a cabo esta translocacion, una vez en el citoplasma

RanGTP es hidrolizado a RanGDP y el pre-miRNA es liberado del complejo 2728 29),

Una vez en el citoplasma el pre-miRNA sufre una nueva escision enzimatica ahora por
parte de otra RNAsa-lll citoplasmica denominada DICER, esta enzima se acopla con la
proteina HIV-1 TAR RNA BINDING PROTEIN (TRBP) y ambas forman un complejo capaz
de reconocer los microRNAs de doble cadena para escindir el pre-miRNA,
especificamente en la region de asa. Esta escision genera duplex pequefios de
aproximadamente 22 nucleétidos de longitud denominados miRNA duplex (Figura 5) 3.
Una vez generado este duplex, una de las cadenas es liberada del complejo para ser
degradada, dando lugar a un microRNA de cadena sencilla, es decir un microRNA

maduro 32 33

Una vez que el complejo DICER-TRBP-microRNA es totalmente disociado y el microRNA
se encuentra libre, la proteina Argonauta 2 (Ago2) es reclutada por la proteina TRBP para
formar lo que se conoce como el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC por

sus siglas en inglés), el cual es el actor funcional en el mecanismo de silenciamiento
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inducido por microRNAs 34
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Figura 7 Biogénesis de los microRNAs. En esta figura se puede identificar por completo el mecanismo por

el cual se genera un microRNA maduro a partir de su secuencia dentro del genoma celular.2°.

1.6 MicroRNAs y cancer

Se ha demostrado que la expresion de un perfil normal de microRNASs es necesario para
el correcto mantenimiento de la homeostasis celular y que la pérdida de este equilibrio
puede desencadenar eventos moleculares que derivan en diversos estadios patolégicos,

tales como la leucemia linfocitica cronica de células B 3.

Desde su descubrimiento, diversos estudios se han enfocado en evaluar la expresion de
los microRNAs en practicamente todos los tipos de cancer, a su vez estos trabajos han
demostrado que los microRNAs se expresan de manera diferencial en tumores con

respecto a tejido normal, no obstante su funcién principal recae en su capacidad de actuar
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como oncomiRNas o como miRNAs supresores de tumores 3¢ 37), Este tipo de trabajos
fueron el precedente del estudio de los microRNAs como reguladores maestros de la

carcinogénesis.

En 2002, Calin y colaboradores estudiaban una delecién cromosomica frecuentemente
encontrada en la leucemia linfocitica cronica de células B (B- CCL), la region 13914 pero
descubrieron que los productos proteicos codificados en esta regién no se encontraban
alterados en B-CCL, lo cual sugeria que no eran relevantes para el desarrollo de la
enfermedad?® 38 3°, Estudios posteriores permitieron conocer que en la region deletada
se encontraban dos genes que codificaban para microRNAs, miR-15 y miR-16, cuya
expresion en este tipo de leucemia es inversamente proporcional a la del gen
antiapoptotico Bcl2 36, en conjunto estos resultados demostraron por primera vez la

asociacion de un microRNA con un tipo de cancer.

Los genes que codifican para microRNAs se encuentran con mucha frecuencia en sitios
cromosoémicos denominados sitios fragiles®?33. Estos sitios han recibido tal denominacion
debido a la gran cantidad de alteraciones encontradas en ellos en practicamente todos
los tipos de cancer, ademas estos loci presentan a menudo errores en la replicacion 40,
mismos que pueden manifestarse como mutaciones, deleciones, duplicaciones,
translocaciones o amplificaciones®?333°, Se estima que los microRNAs regulan
aproximadamente el 30% de los genes que codifican para proteinas*, esta enorme
capacidad regulatoria en conjunto con su localizacién dentro del genoma confiere a estas
moléculas un papel trascendental en los mecanismos moleculares del desarrollo

neoplasico.
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1.7 Antecedentes

Diversos estudios han demostrado que los perfiles de expresiéon de microRNAs pueden
utilizarse para clasificar tumores por su origen y su estadio clinico, ademas, dichos
perfiles permiten un mayor grado de discriminacion que los perfiles de expresion globales
de mRNA, esto sugiere que los microRNAs tienen un papel importante en los

mecanismos carcinogénicos*2.

Las alteraciones gendmicas encontradas en los genes que codifican para microRNAS son
las mismas que se manifiestan en los genes supresores de tumores, tales como
rearreglos cromosomales, amplificaciones, deleciones y mutaciones 38 39, Estos genes
se localizan en regiones cromosomales que se encuentran comunmente alterados y que
presentan una alta tendencia a presentar fusiones cromosomales en distintos tipos de

cancer, dichos loci se conocen como sitios fragiles 32 33y 42,

Los perfiles de expresion normales de microRNAS son necesarios para el mantenimiento
de la homeostasis celular, por lo que sus alteraciones se han relacionado directamente
con el cancer #4. La primera evidencia de la relacion directa entre los microRNAs y un tipo
de cancer se identifico en leucemia linfocitica cronica de células B (B-CLL), un tipo de
neoplasia hematoldgica en la cual la regién 13914 se encuentra frecuentemente deletada,
a continuacion se identificoO que dicha region contiene dos genes que no codifican para
un producto proteico, miR15 y miR16 4°). Posteriormente se demostré la existencia de
una relacion inversamente proporcional entre la expresion de miR15 y miR16 y el
producto proteico del gen supresor de tumores B cell ymphoma 2 (Bcl2) en células de B-
CLL “8. En conjunto, ambos resultados indicaron por primera vez el papel oncogénico de

los microRNASs, al menos en B-CLL.
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Actualmente se acepta que los microRNAs son reguladores maestros de mecanismos
carcinogénicos tales como la proliferacion celular, la inhibicion de apoptosis, invasion y

metastasis?44748:49,

En el laboratorio de gendmica del Instituto Nacional de Cancerologia se analizé el perfil
de expresion de 1 066 microRNAs en 35 muestras de tumores cervicales utilizando como
control 10 muestras de tejido sin afecciobn tumoral utilizando una plataforma de

microarreglos (Figura 8).
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Figura 8. Heat Map supervisado del perfil de expresién de 1 066 microRNAs. Podemos observar diferencias
en la expresion de diversos microRNAs cuando se compara entre ambos grupos, miR-196a pertenece al

grupo de los microRNAs sobreexpresados en tumores cervicales.
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Posteriormente el andlisis estadistico con una prueba t de student para obtener la
significancia entre las diferencias del nivel de expresion entre ambos grupos reveld 305
microRNAs con una diferencia significativa, dentro de los cuales destacé miR- 196a con

una p<0.01 (Figura 9).
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Figura 9. MiR-196a esta sobreexpresado en los datos del microarreglo. El andlisis estadistico puso de
manifiesto que miR-196a se encuentra hasta 3 veces sobreexpresado en muestras de tejido tumoral con
respecto a muestras sin afeccién tumoral.

El gen que codifica es un para miR-196a se localiza en la banda citogenética 17g21.3,
particularmente en las regiones intrénicas de los clusters de los genes homeoticos (HOX)
A, B, C y D, los cuales son blancos moleculares de este microRNA, ademas su

transcripcion es dependiente de los factores de transcripcién que activan estos genes °°

Otros trabajos han destacado la expresion aberrante de miR-196a en otros tipos de

cancer, por ejemplo, esta demostrado que miR-196a promueve la migracion celular a

E
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través de la regulacion negativa del factor nuclear inhibidor de Kappa-B a (NFKBIA), lo
cual tiene un posible impacto en un peor prondstico en pacientes con cancer de pancreas
51, Asimismo, los resultados de un estudio realizado por Shang®?y colaboradores indican
que la sobreexpresion de miR-196a aumenta la tasa de proliferacién e inhibe la muerte
celular programada mediante la regulacion negativa de la via PTEN/Akt/FOXO1 en
células Saos-2 derivadas de osteosarcoma 2. Ademas, se ha identificado la
sobreexpresion de este microRNA en muestras de tumores gastricos, y a su vez se ha
encontrado que dicho fenébmeno incrementa el indice de metastasis en pacientes, debido
a una correlaciéon negativa entre los niveles de miR-196a y los niveles proteicos de

radixina, un bien identificado gen supresor de tumores®?).

E
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2. Hipotesis

La desregulacion de la expresion de los microRNAs es un evento que altera la
homeostasis celular y promueve la adquisicion de caracteristicas celulares relacionadas
al fenotipo tumoral, por lo tanto la sobreexpresion de miR-196a en CC puede influir
directamente en el desarrollo de esta patologia a través de sus blancos moleculares

ANXAL, GATA6 y PDCDA4.

E
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3. Planteamiento del problema

Los microRNAs son pequeiias moléculas de RNA no codificante, mayormente conocidos
como reguladores maestros de la expresion génica y su desregulacion esta implicada
directamente con el desarrollo de diversos estados patoldgicos, entre los cuales se
encuentra el cancer cervical. Debido a la capacidad pleiotropica de los microRNAS, los
mecanismos moleculares a través de los cuales estos contribuyen al desarrollo y la
progresion de dicha enfermedad neoplasica no han sido descritos en su totalidad es por
eso que la funcién de estos RNAs no codificantes, tales como miR-196a es importante

para la elucidacién de los mecanismos de la oncogénesis cervical.

j
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Evaluar el papel funcional de miR-196a en cancer cervical

4.2 Objetivos especificos

e Validar la expresion de miR-196a en muestras de tumores cervicales

e Validar la expresion de miR-196a en un panel de lineas celulares derivadas de CC

e Identificar  blancos moleculares de miR-196a  utilizando
herramientas bioinformaticas

e Evaluar la expresion génica de los blancos moleculares ANXAL, GATA6 y PDCD4

e Evaluar la expresion proteica de GATAG en la linea celular HeLa

E
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5. Métodos

5.1 Validacién de la expresion de miR-196a en tumores cervicales

5.1.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de tejido cervical fueron obtenidas de mujeres con cancer cervical
localmente avanzado (Clasificacion FIGO IB2 y IVA) por el Departamento de Cirugia
Ginecoldgica del Instituto Nacional de Cancerologia bajo previo consentimiento
informado (Ver anexo), y fueron divididas en dos grupos; con y sin diagnostico de CC
localmente avanzado. Posteriormente se almacenaron en contenedores de nitrégeno
liguido hasta su procesamiento siguiendo el diagrama de trabajo propuesto para este

estudio (Figura 10)
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Figura 10. Diagrama de trabajo de este estudio.
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5.1.2 Criterios de inclusioén

e Pacientes con diagndstico patoldgico confirmado de CC localmente avanzado,
determinado por el servicio de patologia del INCAN.

e Biopsias que reportaron un porcentaje mayor al 80% de células tumorales.

e Mujeres entre 30 y 60 aflos en el momento de la toma de muestra.

e Expediente clinico completo

e Funcidn hematoldgica, renal y hepética normales.

e Radiografia de torax posteroanterior normal.

e Firma del consentimiento informado (Anexo 1)

5.1.3 Criterios de exclusion

e Presencia de comorbilidades.
e Pacientes que recibieron quimio y/o radioterapia previa a la toma de muestra.

E
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5.1.4 Extraccion de RNA

Las muestras de tejido cervical fueron homogeneizadas utilizando perlas de porcelana:
MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics Cat. #03358941001) en conjunto con el
equipo Magna Lyser Instrument (Roche Diagnostics Cat. #14082) durante 30 segundos
a 5,000 rpm. Posteriormente al homogeneizado se le afiadieron 500 pL del reactivo
TRIzol en un tubo Eppendorf de 1.5 mL (Ambion Cat. # 15596018) de acuerdo con la

siguiente metodologia.

e Se afladieron 200 pL de cloroformo (Sigma Cat. #-2423)

e Se recupero la fase acuosa en un tubo Eppendorf de 1.5 mL

e Se agregaron 500 pL de isopropanol al nuevo tubo que contenia la fase acuosa y
se incubd por 10 min a temperatura ambiente.

e Posteriormente, se centrifugd a 12 000 g durante 10 min a 4 °C.

e Se removib el sobrenadante del tubo y el pellet formado fue lavado con 1 mL de
etanol al 75% dos veces.

e El tubo fue centrifugado a 7500 g durante 5 min para descartar el sobrenadante.

e EI tubo fue inclinado sobre una superficie  absorbente durante
aproximadamente 10 min, con la finalidad de remover el exceso de etanol.

e El pellet fue resuspendido en 50 uL de H20 libre de RNAsas.

¢ Finalmente, el RNA fue cuantificado utilizando el espectrofotometro Epoch Biotek
(Biotek take 3 Cat. # 14017) a 260 y 280 nm.

5.1.5 Sintesis de cDNA

A partir de 500 ng de RNA se sintetizo0 DNA complementario (cDNA) siguiendo las
instrucciones del kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems Cat. 4368814) utilizando el termociclador Artik® de ThermoFisher Scientific

(ThermoFisher Scientific Cat. # TCA0001) y con el programa de amplificacion detallado

@
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en la tabla 2.

Tabla 2. Programa de amplificacion para la sintesis del cDNA

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura °C 25 37 65 4
Tiempo (min) 10 120 5 o

5.1.6 qPCR para medir la expresién de miR-196a

Se utilizaron sondas TagMan® especificas para miR-196a y se preparo la reaccion de
acuerdo con el protocolo del fabricante, posteriormente se utilizd el equipo StepOne®
(Applied Biosystems Cat. # 271003317) para placas de 48 pozos, siguiendo el programa
de termociclado descrito en la tabla 3. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando
el método de AACT y se utilizé el RNA pequeio no codificante U6 para normalizar los

datos.

Tabla 3. Programa de amplificacién para sondas TagMan.

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Temperatura °C 95 95 60

Tiempo 10 min 15s 1 min

40 ciclos

29
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5.2 Validacion de la expresion de miR-196a en lineas celulares de

cancer cervical

5.2.1 Cultivo celular

Las lineas celulares C33, CaSki, HaCaT, HeLa, ME-180 y SiHa con numeros de registro
ATCC®: HTB-31, CRL-1550, CCL-2, HTB-33 y HTB-35 respectivamente, fueron
cultivadas en cajas T-25 utilizando medio DMEM-F12 (Gibco Cat. # 12400-024)
suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) (Corning Cat. #35-010- CV) y 1% de
antibiotico-antimicético (Invitro Cat. # A-07). En todo momento las células fueron

mantenidas en un ambiente controlado de 37 °C y 5% de CO2.

5.2.2 Extraccion de RNA

Cuando las células alcanzaron una confluencia cercana al 80% se llevé a cabo el
procesamiento de las mismas para la extraccion del RNA total. Los cultivos fueron
lavados con 3 mL de PBS 1X estéril y posteriormente se afiadieron 500 uL del reactivo
TRIzol. La monocapa fue desprendida de la caja de cultivo utilizando un gendarme estéril
y el sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril, en el cual se

continuo la extraccion de acuerdo con lo descrito en la seccién 5.1.4.

5.2.3 Sintesis de cDNA

Se sintetizd cDNA utilizando la misma metodologia descrita en la seccion 5.1.5.

@
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5.2.4 qPCR para medir la expresiéon de miR-196a

Se utilizaron sondas TagMan® especificas para miR-196a y se procedié de acuerdo con

el protocolo descrito previamente en la seccion 2.1.6.

5.3 Identificacion de blancos moleculares de miR-196a

5.3.1 Busqueda de blancos moleculares en las bases de datos:
miRbase, TargetScan y DianaTools

Se buscé en la base de datos miRbase 24 la secuencia de miR-196a, con niamero de
acceso: MI0O000238, posteriormente se procedié a realizar la blusqueda de blancos

moleculares de este microRNA en las bases de datos: miRtarbase y Dianatools 54; 55).

Se seleccionaron genes diana cuya interaccion con miR-196a se encontrg validada en
ambas bases de datos por técnicas de inmunofluorescenciay PCR tiempo real. Ademas,
se evalud la funcion de los genes validados, priorizando aquellos que participan en
mecanismos que se encuentran normalmente desregulados en el cancer, tales como

apoptosis, migracion e invasion celular.

Se eligieron como blancos moleculares los genes ANXAL, GATA6 Y PDCD4, los cuales
se encuentran involucrados en los procesos de division celular, apoptosis, transicion

epitelio-mesénquima y en la capacidad invasiva y migratoria de las células.

5.3.2 Disefio de primers de ANXA1, GATA6 y PDCD4

Se obtuvieron las secuencias de mMRNA para todas las isoformas existentes de los genes
ANXAl, GATAG6 y PDCD4 a partir de los datos reportados actualmente en la base de
datos Gen Bank, posteriormente se realizd un alineamiento multiple con el software

bioinformético SeaView version 4 para obtener para obtener una secuencia consenso 56)

3
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Los primers fueron diseflados utilizando la herramienta Primer-BLAST del National
Center for Biotechnology Information 57. Se utilizaron secuencias de unién entre exones
como templado para el disefio de estas moléculas, con la finalidad de aumentar la
especificidad para secuencias de RNA. Para verificar que el disefio de los primers fuera
correcto y especifico, se realizé una PCR in silico en la plataforma virtual UCSC Genome

Browser 58

Tabla 4. Caracteristicas de los primers para amplificar los blancos moleculares de

miR-196a
TAMARO
™ ESPERADO
GEN PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE C) it
AMPLICON
5-ATCAGAAGCCCAAGTCTCCAC-3  5-TTGGATGACTTCACAGTTTGAACAT-3'
56 °C 185 pb
ANXA1
5-AGAAGCGCGTGCCTTCATC-3' 5-ATAGCAAGTGGTCTGGGCAC-3'
58 °C 157 pb
GATA®G6
5. TCTGGGAAAGGAAGGGGACT-3  5-GCCCTTTCATCCAAAGGCAAAA-3'
57 °C 173 pb
PDCD4

5.3.3 gPCR para medir la expresion de ANXA1, GATA6 Y PDCD4

Para medir la expresion de estos genes se utilizd el reactivo Luminaris Color HiGreen
gPCR Master Mix (Cat. # KO3091, Thermo Scientific®), el cual utiliza SYBR Green, un
agente fluorescente intercalante especifico para DNA de doble cadena, por lo que emite

una sefial cada que se forma una doble cadena de DNA.

Cada reaccion de PCR se realizé con primers especificos para cada uno de los genes de

interés. La cuantificacion de mRNA se llevo a cabo utilizando los datos de expresion del
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gen enddgeno Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se utiliz6 la linea
celular HaCaT como un control de expresion no tumoral. Los experimentos se realizaron
por triplicado y los datos fueron analizados siguiendo el método de AACt. La reaccion de
amplificacion se realizé en el termociclador StepOne de Applied Biosystems con lector

de placas de 48 pozos, con el programa de termociclado descrito en la tabla 5.

Tabla 5. Programa de termociclado para los blancos moleculares de miR-196a

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura °C 25 37 65 4
Tiempo (min) 10 120 5 w
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5.4 Ensayo funcional

5.4.1 Extraccion de proteinas totales de lineas celulares

Las lineas celulares previamente mencionadas en la seccion, fueron procesadas cuando
alcanzaron 80% de confluencia en una caja de cultivo T-25, primeramente, se lavaron 3
veces con PBS 1X estéril, después se afiadieron 100 uL del buffer de lisis Radio
Immunoprecipitation Assay Buffer (RIPA) suplementado con inhibidores de fosfatasas
1:100, las células fueron lisadas con un gendarme estéril y el raspado fue transferido a
un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, para ser homogeneizado en un vortex 30 seg cada
5 min durante 30 min, posteriormente la mezcla fue pasada a través de la aguja de una
jeringa de insulina 15 veces, se dejo reposar en hielo durante 3 min y se repitioé el paso
anterior, finalmente se centrifugaron 20 min a 12 000 g a 4 °C para precipitar lo insoluble
e hidrofébico, y el sobrenadante se pas6 a un tubo nuevo, posteriormente las proteinas

fueron cuantificadas con el kit DCTM de BioRad.

5.4.2 Identificacion de proteinas por Western-blot

Con el objetivo de detectar la expresion de la proteina GATA6 se utilizé la técnica de
inmunodeteccion en membrana. Las proteinas (25g) fueron separadas mediante
electroforesis SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis)
utilizando el equipo Mini-Protean Tetra System (BioRad) a 100 V durante 2 h.
Posteriormente las proteinas fueron trasnferidas a una membrana de PVDF (polifluoruro
de vinilideno) con un tamafio de poro de 0.45 um mediante transferencia semi-seca en

un equipo Trans-blot turbo (BioRad) a 20V durante 30 min. Al terminar la transferencia,
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la membrana de PVDF fue bloqueada con una solucion de leche libre de grasas al 5% en
TBS-Tween 0.1% y se incubd durante toda la noche con el anticuerpo primario
correspondiente a la proteina GATAG6 (Genetex Cat. #GTX37422) a una concentracion
de 1:2000. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, la
membrana se lavd 3 veces con TBS-Tween 0.1% y se incubd con el anticuerpo
secundario Anti-mouse IgG-HRP a una concentracion de 1:2000 (Cat #7074s) durante 2
h a 4 °C. Para revelar los inmunocomplejos, se lavé la membrana quimioluminiscente
SuperSignal West Fempto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific Cat. #
34095) para la deteccién del inmunocomplejo. La membrana fue analizada en un
digitalizador C- Digit Blot Scanner (LI-COR Biosciences) y las imagenes resultantes

fueron analizadas con el software ImageStudio (LI-COR Biosciences).

5.4.3 Silenciamiento y sobreexpresion de miR-196a

Se realiz6 una transfeccion en reversa utilizando el kit comercial Lipofectamine®
RNAIMAX (Invitrogen Cat. # 13778-075). Con la finalidad de alcanzar una confluencia
entre el 60% y 80% al momento de realizar la inhibicion de miR-196a, se sembraron 200
000 células HelLa por pozo, en una placa de 6 pozos. En breve, se preparé el mix de la
reaccion de inhibicién conteniendo 50 pL de medio reducido en suero OptiMEM | (Applied
biosystems Cat. # 31985062) y 3 pL de Lipofectamine RNAiIMax, posteriormente se
diluyeron 3 pL de mirvana® miRNA inhibitor especifico para miR196a (Applied
biosystems Cat. # 4464084) o de Mimic para miR-196a, a una concentracion de 10 uM
en 50 pL de medio reducido en suero OptiMEM I. A continuacion, se mezclé en un tubo

Eppendorf de 1.5 pL 100 pL de una mezcla 1:1 de la dilucion del reactivo Lipofectamine®
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RNAIMAX y la dilucion del inhibidor especifico de hsa-miR-196a, finalmente se afiadieron
50 pL de la mezcla 1:1 por duplicado a cada pozo. Las células transfectadas fueron
mantenidas bajo las condiciones mencionadas durante 48h hasta la extraccion de RNA
y proteinas, de acuerdo con las metodologias descritas en la seccion 5.1.4. y 5.4.1.

respectivamente para llevar a cabo el andlisis de expresion génico y proteico.

5.5 Andlisis estadistico

Cada experimento se realiz6 al menos en 2 eventos independientes, el andlisis
estadistico de los resultados obtenidos se realizd6 con el programa GraphPad Prisma
version 6.0. Se realizd una prueba t-student para realizar la comparacion entre las
diferencias de los grupos de estudio. Los resultados se consideraron significativos

cuando se obtuvo un estadistico p (p<0.05).
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6. RESULTADOS

6.1 Validacion de la expresion de miR-196a en muestras de tumores

cervicales

Se colectaron en total 30 muestras, 15 muestras de tejido tumoral y 15 muestras sin
afeccion tumoral, de acuerdo con los criterios establecidos en la seccion 2. Se midio la
expresion génica de miR-196a técnica de PCR cuantitativa previamente descrita en la
seccion 2.1.6. Se encontré una sobreexpresion de miR-196a estadisticamente
significativa (p<0.05) en las muestras obtenidas a partir de tumores cervicales, con
respecto a las que fueron obtenidas de pacientes libres de CC al momento de la toma de

muestra. (Figura 11). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

miR-196a
p= 0.0001
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Figura 11. Validacion de la expresion génica de miR-196a en muestras clinicas. Cada

punto de la figura indica el nivel de expresién de cada una de las 15 muestras incluidas
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en el estudio, se puede claramente una expresion elevada de miR-196a en el grupo de
pacientes con diagnéstico de CC con respecto al control sin diagndstico de la

enfermedad. (p<0.05)

6.2 Evaluacion de la expresion de miR-196a en lineas celulares de CC

La expresion de miR-196a en lineas celulares de CC fue medida utilizando la metodologia
de gPCR previamente descrita en la seccidon 6.2.3. Se realizo el andlisis de expresion en
un panel completo de lineas celulares con la finalidad de mimetizar la heterogeneidad
gue existe entre los diversos casos de CC. Estos resultados indican una clara
sobreexpresion de este microRNA en las lineas tumorales con respecto a la linea control

no tumoral HaCaT (Figura 12). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Los resultados se consideraron significativos cuando en la comparacion de grupos por la
prueba estadistica t-student se obtuvo una p<0.05, a excepcion de la linea celular SiHa,

la cual no demostré un incremento en la expresién de miR-196a.
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Figura 12. Analisis de expresién de miR-196a en lineas celulares de CC. Se realiz6 el analisis de
expresion en 4 de 5 lineas celulares derivadas de tumores cervicales con respecto a HaCaT, el
control no tumoral, y se encontré una sobreexpresién de miR-196a en el 80% de las lineas

celulares evaluadas.

6.3 Evaluacion de la expresién de los blancos moleculares de miR-196a
en un modelo in vitro de cancer cervical

Se midio la expresion de los blancos moleculares de miR-196a en 5 lineas celulares
tumorales y 1 linea celular no tumoral, utilizando el agente intercalante SYBR green, de

acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 6.3.4.

6.3.1 Resultados del andlisis de expresion de ANXA1

Se encontré que la expresiéon del mMRNA que codifica para la proteina Anexinal se
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encuentra significativamente disminuida en las 5 lineas celulares incluidas en este
estudio, con respecto a la linea celular control de queratinocitos inmortalizados HaCaT

(p>0.05) (Figura 13).

ANXA1
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Figura 13. La expresion de ANXAL estéd disminuida en 4 de 5 lineas celulares derivadas de
tumores cervicales. Se encontré que existe una disminucién de la expresion de ANXA1 en todas
las lineas celulares consideradas en este estudio, a excepcion de la linea celular CaSki (* =

p<0.05, ** = p<0.01).

6.3.2 Resultados del andlisis de expresion de GATA6

La expresion del gen GATAG6 se encontr6 significativamente disminuida de manera en
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todas las lineas celulares que participan en este estudio, con respecto a la linea celular

control (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. La expresion de GATAG se encuentra disminuida en lineas celulares derivadas
de CC. En todas las lineas celulares incluidas en este estudio se encontré6 una

subexpresion de GATA6 con respecto a HaCaT (**=p<0.01)

6.3.3 Resultados del anélisis de expresiéon de PDCD4

La expresion génica de PDCD4 se encontro significativamente disminuida de manera en
todas las lineas celulares que participan en este estudio, con respecto a la linea celular

control (p<0.05) (Figura 15).
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Figura 15. La expresién de PDCD4 se encuentra disminuida en lineas celulares derivadas de tumores
cervicales. Todas las lineas celulares involucradas en este estudio presentaron una menor expresion del

gen con respecto al control de expresion no tumoral.
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6.4 Ensayos funcionales

6.4.1 Nivel de expresion de miR-196a en células HelLa transfectantes

Se realizé una transfeccion reversa en células Hela utilizando condiciones de
sobreexpresion y silenciamiento, 48 h después de la transfeccién se realizo la extraccion
de RNA para medir sus niveles mediante qPCR, como se describié previamente en la
seccién 2.1.6. En los resultados se observa que el grupo transfectado con el Mimic
presentd una sobreexpresion significativa (p<0.0001), mientras que el grupo tratado con
el antimiR de miR-196a presentd una disminucién significativa en el nivel de expresion

(p<0.05) (Figura 16).

miR196a
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Figura 16. Niveles de expresién de miR-196a en células Hela transfectantes. Se observa un incremento
significativo en el nivel de expresién de miR-196a en células transfectadas con el Mimic de miR-196a, con

respecto a los demas grupos.
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6.5 Nivel de expresion de blancos moleculares de miR-196a en células

HelLa transfectantes

6.5.1 Resultados del andlisis de expresion de ANXA1

El nivel de expresion de ANXA1 se encuentra disminuido con respecto al grupo control
MOCK en las células HeLa que fueron transfectadas con el Mimic de miR- 196a (p<0.05),
mientras que el grupo que fue transfectado con el antimiR de miR- 196a solamente

presentd una tendencia hacia incrementar su expresion (Figura 17).

2.0-
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Figura 17. La expresion de ANXA disminuye en células HelLa transfectantes. La expresion de este gen
disminuyo considerablemente en las células transfectadas con el Mimic, mientras que solo presenté una

tendencia al incremento en el grupo transfectado con el antimiR de miR-196a.
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6.5.2. Resultados del analisis de expresién de GATAG

Después de 48 h transcurridas el nivel de expresion de GATA6 disminuye
significativamente (p<0.05) en el grupo de células HelLa transfectadas con el Mimic de
miR196a y presenta el comportamiento contrario, es decir la expresidon aumenta
significativamente (p<0.05) en el grupo transfectado con el antimiR de miR-196a, esto
cuando se compara ambos grupos con el grupo que incluye el vehiculo vacio MOCK

(Figura 18).
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Figura 18. La expresion de GATA6 cambia de manera significativa en células Hela transfectantes. Ambos
grupos de estudio presentan la tendencia esperada después de 48 horas con el medio de transfeccion,

comparadas con el grupo MOCK.
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6.5.3 Resultados del analisis de expresion de PDCD4

El andlisis de expresion de PDCD4, después de 48 h de haber realizado la transfeccion
reversa, revelo que la expresion de este gen disminuye de manera significativa (p<0.01)
en el grupo transfectado con el Mimic de miR-196a, sin embargo, el grupo transfectado

con antimiR solo present6 una tendencia al incremento (Figura 19).
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Figura 19. La expresion de PDCD4 disminuye en células Hela transfectantes. La expresion de

miR-196a disminuye de manera significativa en el grupo transfectado con el Mimic de miR-196a.

6.6 Expresion proteica de GATAG

Después de transcurrido el tiempo determinado, se extrajeron las proteinas de acuerdo

con el protocolo mencionado en la seccidén 2.4.1. y se realiz6 la inmuno deteccion en
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membrana. Se identifico que el nivel proteico de GATA6 bajo el estimulo del mimic de
miR-196a disminuye, mientras que aumenta cuando las células HelLa son retadas al

antimir de miR-196a (Figura 20 y 21).
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Figura 20. Expresion proteica de GATA6 en células Hela transfectantes. La expresion

de GATAG es mayor en los grupos transfectados con el antimiR de miR-196a
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Figura 21. Analisis densitométrico de GATA6 en células Hela transfectantes. La
expresion de GATAG se incrementa 48 h después de la transfeccion reversa del antimiR

de miR-196a.
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7. DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado que la alteracion de la expresion de microRNAs
estd asociada al cancer. No obstante, debido a la gran complejidad que existe en las
redes de regulacion celular y su caracter pleiotropico, el papel que estos desempefian en

los mecanismos moleculares de la carcinogénesis es poco entendido.

En este trabajo se evaluo el nivel de expresion de miR-196a en muestras de tumores
cervicales y muestras no tumorales. Los resultados de este analisis muestran una
sobreexpresion de miR-196a en los tumores de cérvix con respecto a aquellas muestras
sin afeccién tumoral. En un estudio realizado en el afio 2018, por Gocze y colaboradores
se cuantifico la expresion de diversos microRNAS, entre los que destacan miR-196a. Este
trabajo se realizé en una cohorte de 98 muestras de tejidos embebidos en parafina
provenientes de pacientes con diagnéstico de CC, las cuales fueron previamente
clasificadas de acuerdo con la FIGO. Los resultados de nuestro estudio son congruentes
con lo descrito por Gocze y colaboradores, y sugieren que la alteracién de la expresion

de miR-196a en CC tiene un papel importante en la carcinogénesis cervical.

Con el fin de caracterizar el papel de miR-196a en el desarrollo y la progresion del CC se
evaluod la expresion de este microRNA en un panel de lineas celulares derivadas de
tumores cervicales. Se encontro que este microRNA esta sobreexpresado en 4 de las 5
lineas celulares evaluadas en comparacion con la linea celular no tumoral HaCaT
(p>0.05). De manera interesante, se observd que las células SiHa, las cuales tienen
integrado en su genoma secuencias de VPH16, no siguen esta tendencia. Este resultado
coincide con lo reportado por Liu y colaboradores quienes demostraron que la proteina

E5 del VPH16 inhibe la expresién de miR-196a °°
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Como se ha mencionado previamente en este trabajo, los microRNAs son capaces de
regular una gran cantidad de blancos, por lo que sus efectos sobre la regulacidon génica
son complejos y no estan comprendidos por completo. En este estudio se realizb una
identificacion de blancos utilizando las bases de datos: miRtarbase y Dianatools, las
cuales siguen un algoritmo que compara la secuencia de un microRNA y la compara con
la secuencia de la regién semilla contenida en la region 3'UTR de un mRNA 242553,54, 55,
Este analisis permitio la identificacion de los genes ANXA1l, GATA6 y PDCD4 como
blancos de miR-196a, ademas existen reportes en la literatura que ponen de manifiesto
la expresion disminuida de estos genes en diversos tipos de cancer, por lo que se decidié
caracterizar la participaciéon de estos genes en el desarrollo y la progresion de las

neoplasias cervicales 60.61.63,

El gen ANXAL (Annexin Al) codifica para una proteina miembro de la familia de proteinas
de unién fosfolipidos dependiente de calcio, la cual originalmente se identificd como uno
de los principales mediadores de la muerte celular programada o apoptosis 4. Ademas,
existe evidencia que sustenta su participacién en diversos procesos celulares como,
migracion y proliferacién celular, asi como en procesos de diferenciacién celular y
transduccion de sefiales 8. La pérdida o disminucién de la funcién de este gen ha sido
reportada en diversos tipos de cancer, principalmente en tumores mamarios, y en cancer
de cabezay cuello . El andlisis de expresion de ANXA1 realizado en este estudio puso
de manifiesto que existe una disminucion de este mMRNA en lineas celulares de CC,
mientras que la expresion de miR-196a se encuentra incrementada en el mismo grupo
de estudio; los resultados de un trabajo realizado por Luthra y colaboradores en 2008,

demostraron que existe un mecanismo de regulacion de ANXA1 mediado por miR- 196a
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en lineas celulares provenientes de adenocarcinomas de eséfago % Es por esto que, la
evidencia obtenida de nuestros datos, sugiere la posible existencia de este mecanismo

en lineas celulares derivadas de tumores cervicales.

GATAG (GATA binding protein 6) es un factor de transcripcion con dominios de union al
DNA de tipo dedos de zinc, pertenece a la familia de proteinas de union a GATA, las
cuales reciben este nombre debido a que reconocen la secuencia consenso 5’ -GATA-3’
67 Esta proteina esta implicada en el desarrollo embrionario temprano, organogénesis y
en el mantenimiento de la diferenciacion celular 8. Los resultados obtenidos a partir del
andlisis de expresion de GATA6 demuestran que existe una disminucién de mRNA en
las lineas celulares tumorales involucradas en este estudio, con respecto a la linea celular
no tumoral HaCaT. Existen estudios que indican que la sobreexpresion de GATA6 es un
mecanismo molecular pro-oncogénico en tumores colorrectales ®°, sin embargo, también
se ha demostrado que la pérdida o ausencia de la funcion de este gen, es un factor que
promueve la carcinogénesis; un estudio realizado en 2016 por Wu y colaboradores puso
de manifiesto que el silenciamiento epigenético del promotor de GATAG6 es un factor que
promueve la carcinogénesis gastrica ° Otro estudio de 2009 realizado por Capo-chichi y
colaboradores demostr6 que la pérdida de funcion del gen GATAG induce anormalidades
en la morfologia nuclear en células de cancer de ovario ’*; debido a que existen
evidencias que sustentan ambos papeles, se sugiere que la participacion de GATAG en
el desarrollo oncogénico es tejido-especifico. Uno de los principales genes regulados por
GATAG6 es la proteina disabled-2 (dab-2), la cual cumple la funcibn de mantener la
diferenciacion en las células epiteliales de ovario 0. Los datos obtenidos a partir de

nuestro estudio sugieren la posible de la existencia de un mecanismo de inhibicion de
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GATA6 mediante miR-196a en el CC, lo cual a su vez podria promover la transicion
epitelio-mesénquima via la inactivacién de alguno de los genes regulados positivamente

por GATAG, tal como la proteina dab-2.

El gen PDCD4 (Programmed cell death 4 / neoplastic transformation inhibitor) codifica
para una proteina que regula procesos celulares cuyo descontrol se encuentra asociado
al cancer, tales como apoptosis, ciclo celular, migracion, invasion, proliferacion celular y
metastasis 62. Diversos estudios publicados demuestran que PDCD4 se encuentra
subexpresado en diversos tipos de cancer, tales como céncer de pulmén y cancer
colorrectal’®> 73, Los resultados de este estudio sugieren un posible mecanismo de

regulacién de PDCD4 mediado por este microRNA

Con la finalidad de corroborar que existe un mecanismo de regulacion de los 3 genes
blanco mediado por miR-196a se realizd una transfeccion en reversa en células HelLa
utilizando dos estimulos distintos: el Mimic de miR-196a para promover una
sobreexpresion del mismo, y el antimiR para disminuir la expresion. Pudimos observar
una sobreexpresion de este microRNA en los grupos transfectado con el Mimic.
Posteriormente se procedié a medir la expresion de los blancos de miR-196a en los
mMismMos grupos, encontramos que los 3 genes presentan una disminucién significativa
(p<0.05) en el grupo de estudio que sobreexpresa miR-196a, sin embargo no todos
presentaron un incremento signiciativo cuando este microRNA era inhibido, lo cual
sugiere que este microRNA regula a estos genes al menos de manera parcial. Lo anterior
es congruente con estudios anteriores, en los que demuestran que un solo microRNA no
es capaz de regular totalmente la expresion de un gen, sino que es parte de un

mecanismo sinérgico de regulacion negativa 747576,
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Existen 6 genes de la familia de factores de transcripcion GATA (GATAL, 2, 3, 4,5y 6)
los cuales estan relacionados debido a su similitud en la secuencia de aminoacidos de la
regioén de union de DNA’’ se ha demostrado que estos factores de transcripcion estan
relacionados principalmente a procesos en el desarrollo mesodermal, sin embargo en la
etapa adulta también participan en el manteamiento de la estructura y funcion celular,
ademas participan en el desarrollo del linaje eritroide, y la inmunidad adaptativa a través
de la secrecion de citosinas en linfocitos CD4 © 78 7 Ademas, otros estudios han
relacionado la pérdida de la expresion de esta familia de factores de transcripcion en
estados patolégicos como el cancer, en un estudio realizado por Wu et al se demostro
que el silenciamiento epigenético de GATAG altera la via de sefializacion JAK/STAT, lo
cual potencia el desarrollo tumoral en cancer gastrico’®, asimismo otro estudio demostrd
que GATA4 y GATAS se encuentran silenciados mediante mecanismos epigenéticos en
cancer colorrectal y cancer gastrico 8. Otro estudio puso de manifiesto que el
silenciamiento epigénetico GATA6 esta presente el 85% de los casos de cancer de
ovario, mientras que GATA4 no se expresa en lineas celulares de cancer de ovario®! Los
resultados obtenidos en el andlisis de expresién de GATAG en lineas celulares derivadas
de CC y en células HelLa transfectantes con los estimulos previamente mencionados,
condujeron a proponer el andlisis funcional de este gen como un blanco de miR-196a, ya
que se encontré una disminucion en la expresion del mRNA y de la proteina de GATAG6
en lineas celulares de cancer cervical, y se demostr6 que este fendmeno puede
revertirse, al menos parcialmente, cuando se inhibe la expresién de miR-196a, por lo que
en este trabajo se reporta por primera vez un mecanismo de regulacion epigenética de

GATAG6 mediado por un RNA no codificante.

E



Evaluacién del papel funcional del miR196a en cancer cervical

En conjunto, nuestros resultados sugieren que existe una expresion incrementada de
miR-196a en muestras de tumores cervicales y en lineas celulares de CC, a su vez existe
una correlacion negativa entre la expresion de este microRNA y la cantidad de mRNA de
los genes ANXA1, GATA6 y PDCD4 en lineas celulares derivadas de tumores cervicales.
Asimismo, se demostrd que la expresion de estos genes puede recuperarse en parte,
cuando se inhibe la expresion de miR196a en células HelLa. Los niveles proteicos de
GATAG6 demuestran que este gen es regulado por la expresion de miR-196a, ya que se
encontré que, en el grupo estimulado para inhibir la expresion de este microRNA, la

expresion proteica de GATAG6 incrementa con respecto al control.
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8. CONCLUSIONES

Existe una expresion diferencial de miR-196a en las muestras de tumores

cervicales con respecto al tejido sin afeccion tumoral.

Existe una expresion diferencial de miR-196a en las lineas celulares derivadas de

tumores cervicales con respecto a la linea celular control no tumoral.

La expresion de miR-196a se correlaciona negativamente con la expresion de los
genes que codifican para ANXAL, GATA6 y PDCD4 en lineas celulares de cancer
cervical, lo cual sugiere la posible existencia de un mecanismo de regulacion

negativa de estos genes mediados por miR- 196a.

Los niveles de expresion de ANXAL, GATA6 y PDCD4 se recuperan, al menos de
manera parcial, cuando se inhibe la expresion de miR-196a.

El nivel de expresion proteica de GATAG6 disminuye cuando se sobreexpresa miR-
196a en células HeLa y aumenta cuando este se inhibe, lo cual sugiere por primera

vez que este factor de transcripcion es regulado por un microRNA.
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ANEXO 1. Consentimiento informado para la donacién de tejidos.

LUT Instituto Nacional de Cancerclogia
SALUL
—— & CONMSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DOMACION
DE TEJIDO S

1. Datos generales
1n1.re5t1gadures principales: Victor Manuel Gonzalez Quintana
Correo eleclmmco vmgnnzalezq@gmall com
| Tulo del proyecto: ANALTE - !
TUMORES DEL CERWVIX L.ITERIND AS.OCIADAS A LA FALTA DE RES-PUESTA A
TRATAMIENTO.

Wersion o=l consentimiento: Febrero 2078

1. Informacion para el paciente y formato de consentimiento.
LE ESTAMOS INVITANDO A PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE INVESTIGACION EN EL
GQUE QUEREMOS ESTUDIAR ALGUNAS CARACTERISTICAS EN EL TUMOR GQUE USTED
TIENE.
EN ESTE ESTUDIO WO SE REALIZARA MINGUN TRATAMIENTO DIFERENTE AL QUE
ACTUALMENTE SE UTILIZA PARA EL CANCER DEL CUELLO DE LA MATRIZ.
S usted acepta participar le solicitaremaos que nos permita fomar una muesira de su tumar antes
de gue inicie su fratamiento.
En ecsta muestra se estudiaran si existen algunas caractensticas gue nos permitan predecir que
tanto s& beneficia del tratamiento y positlemente disefiar nuevas formas para tratar a pacientes
con tumares cormo el gue usted tiene ahora.
PARA ESTE ESTUDIO SE ESPERA QUE PARTICIPEN 100 MUJERES CON DIAGNOSTICO DE
CANCER CERVICO UTERINO LOCALMENTE AVANZADO.
55U PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y 51 USTED NC ACEPTA
PARTICIPAR NO SE AFECTARA SU ATENCION MEDICA.

2. Datos propios del procedimiento
51 USTED ACEPTA PARTICIPAR ANTES DE QUE INICIE 5U TRATAMIENTO CON
MEDICINAS ¥ RADIACIONES LE PEDIREMO 5 QUE NO S PERMITA TOMAR UNA BIOP S1A
DE 5U TUMOR, LA BIOPSIA ES UNA MUESTRA DEL TUMOR COMO LA QUE LE TOMARON
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PARA HACER DIAGMOSTICO, SINC PARA ESTUDIAR ALGUNAS CARACTERISTICAS DE
LOS GEMES DE LAS CELULAS DEL TUMOR-
EM ESTE ESTUDIO SE OBTENDRA A PARTIR DE LAS CELULAS DEL TUMCR ADN Y RNA
{AS1 LLAMA EL MATERIAL DEL QUE ESTAN HECHOS SUS GENES) ¥ EN ESTE MATERIAL
GENETICO BUSCAREMOS "MARCAS™ QUE NOS PUDIERAN AYUDAR A IDENTIFICAR SI
EXISTE FORMA DE SABER COMO VA A RESPONDER AL TRATAMIENTO.
TODOS ESTOS ESTUDIOS SE HACEN EN UN LAEDRATORIO ¥ USTED CONTINUARA
RECIBIENDO EL MISMO TRATAMIENTO.

B usted acepia pardcipar en esie aswdle un fragmento de esa blopsla s6 guardard duranze un afno

&n &l Laborammo de Gendmica de la Subdireccldn de imvesngacion oel insdmwme Maclons! o8
Cancersiogla.

Una vez que &8 han reclibido, procasado y dimacenado |as musstras biclogicas el anchivo astara
disponibile para loe Investigadores. El accaso no ea lbre, 8xlate un regiamento que regula el BCceso
a las muestras. ALGUNMOS DATOS RELACIONADOS A SU ENFERMEDAD PODRAN SER
REVISADOE POR LOS INWESTIGADDRES, SIN EMBARGD, 3US DATOS PERSONALES COMO sU

NOMERE, EDAD, DIRECCION, TELEFOND ¥ MUMERC DE EXPEDIEMTE, WO PODRAN 2ER
CONBULTADODS.

COMEENTIMIENTD INFORMADC PARA LA DONACION DE TEJIDO E. Verclta 1, an scpaficl. Facha 12 ds
fobraro de Z01E.

E



	Portada 

	Contenido 
	1. Resumen 

	2. Hipótesis 
	3. Planteamiento del Problema  
	4. Objetivos 
	5. Métodos
	6. Resultados 
	7. Discusión  
	8. Conclusiones 
	9. Referencias
	Anexos

