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Resumen

Los microRNAs son pequefias secuencias de RNA presentan una secuencia de ~ 22
nts y se encuentran involucrados en varios procesos de la célula, sin embargo, en
algunas enfermedades como lo es el cancer estos pueden estar alterados, siendo uno
de estos la reparacion del ADN. Previo a este trabajo se observé que miR-27b-3p
afecta de manera negativa los mecanismos de reparacion de doble hebra en
fibroblastos embrionarios murinos. Por lo que el objetivo de este trabajo fue conocer
el papel que juega el miR-27b-3p en la reparacién del ADN en un modelo celular
transformado como lo es la linea celular HelLa. El interés fue evidenciar si la
inestabilidad genética que tiene un modelo transformado altera el patrén de regulacion
del miR-27b-3p. Para poder llevar a cabo nuestro objetivo, se transfectaron células
de cancer cérvico-uterino (HeLa) con miR-27b-3p, se trataron con clorhidrato de
Doxorrubicina y se evalu6 el dafio generado a través de la técnica “Single Cell Gel
Electrophoresis” o ensayo Cometa, en su version alcalina y neutra, ademas, se
analizo el ciclo celular para evaluar el efecto de miR-27b-3p en la progresiéon de las
células tratadas. La funcionalidad de la reparacion del dafio al ADN se determiné por
su persistencia a través de una cinética de 0 a 48 h. Los resultados del ensayo cometa
en este modelo de estudio muestran que la sobreexpresion con miR-27b-3p perse no
induce dafio al ADN. La doxorrubicina induce rompimientos en el ADN significativos
persistentes a las 24 h, 36 hy se reparan a las 48 h. En las células HelLa transfectadas
con miR-27b-3p hay persistencia del dafio a través del tiempo (0 a 48 h) sefialando la
pérdida de capacidad de reparacidon. Mientras que las células transfectadas y tratadas
mostraron un arresto en la fase S/Gz del ciclo celular a las 24, 36 y 48 h. Los hallazgos
de este trabajo indican que miR-27b-3p es un regulador negativo de los mecanismos
de reparacion del ADN inducido por doxorrubicina en la linea celular transformada
Hela.



Abstract

MicroRNAs are small RNA molecules approximately 22 nucleotides long that play
crucial roles in various cellular processes. However, in diseases such as cancer, these
processes can be dysregulated, including DNA repair mechanisms. Previous studies
have demonstrated that miR-27b-3p negatively impacts the double-strand break repair
mechanism in murine embryonic fibroblast. Therefore, the objective of this study was
to know the role of miR-27b-3p in DNA repair in a transformed model, specifically HeLa
cells. We aimed to determine whether the genetic instability of a transformed model
affects the regulation of miR-27b-3p. HelLa cells were transfected with a mimic
sequence of miR-27b-3p and treated with doxorubicin hydrochloride. DNA damage
was assessed using the “Single Cell Gel Electrophoresis” (comet assay) under both
alkaline and neutral conditions, and cell cycle analysis was performed. The
functionality of DNA damage repair was evaluated using the comet assay over a time
course from 0 to 48 h. Also, the cell cycle was analyzed to evaluate the effect of miR-
27b-3p in treated cells progression. The results showed that overexpression of miR-
27b-3p alone does not induce DNA damage. However, doxorubicin significantly induce
DNA breaks that persist at 24 h and 36 h but are repaired by 48 h in non-transfected
cells. In contrast, cells transfected with miR-27b-3p exhibited persistent DNA damage
throughout the time course (0 a 48 h), suggesting a loss of DNA repair capacity.
However, the transfected and treated cells showed arrest in S/G2 phase of the cell
cycle at 24, 36 and 48 h. The findings indicate that miR-27b-3p negatively regulates

the repair mechanism of doxorubicin induced double strand breaks in HeLa cells.



Introduccidn

Los microRNAs (miRNA) son pequefias moléculas de RNA, no codificantes
gue presentan una longitud aproximada de 22 nucleétidos (Xu et al.,2018). Son
capaces de regular procesos celulares como el desarrollo embrionario, el
metabolismo, la expresion de genética, la proliferacion, la division celular, la

reparacion de dafios al ADN, por mencionar algunos.

La regulacion y el mantenimiento del genoma juegan un papel importante, dia
con las células estan expuestas a factores extrinsecos e intrinsecos. En los primeros
se encuentra la amplia gama de agentes xenobioéticos, las radiaciones y algunos
agentes bioldgicos como los virus; en tanto que en los intrinsecos estan las especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas por el propio metabolismo celular. Estos
xenobidticos pueden dar origen a lesiones en el ADN, que comUnmente incluyen
modificaciones en bases y azucares, roturas de una y doble cadena (SSB y DSB
respectivamente por sus siglas en inglés), sitios libres de bases y entrecruzamientos
tanto de proteinas y ADN y ADN a ADN (Acunzo et al., 2015; Dexheimer, 2013).

Para poder proteger el genoma de estos dafios, las células inician una cascada
de eventos altamente coordinados como respuesta al dafio al ADN (DDR por sus
siglas en inglés) que detecta las lesiones, promueve la reparacion o activa el proceso
de muerte celular programada (Peraza-Vega et al., 2021; Dexheimer, 2013). La
reparacion del ADN es fundamental para la vitalidad de las células, por lo que se han
descrito diferentes mecanismos los cuales son: reparacion por escision de bases
(BER), reparacién por escision de nucleétidos (NER), reparacion de bases mal
apareadas (MMR) y para las roturas de doble cadena podemos encontrar la unién
de extremos no homologos (NHEJ) y lareparacién por recombinacién homéloga
(HR). El mecanismo empleado dependera del tipo de lesion en el ADN, la fase del
ciclo celular donde ocurra y el grado de diferenciacion celular (Whitaker et al., 2017).
Los procesos de reparacion difieren en su naturaleza y complejidad. Algunas vias solo
requieren una enzima para restaurar la secuencia original del ADN, otras funcionan

mediante la accién coordinada de varias (Scharer, 2003).



Reparacién por escision de bases

BER es una de las vias empleadas en la reparacién del ADN, encargada de
corregir lesiones en bases y dafios no voluminosos que pueden ser causados por
oxidacion, desaminacién o metilacion. Esta via tiene su lugar de accion dentro del
nucleo y en las mitocondrias (Krokan y Bjaras, 2013), esta activo principalmente en
la fase G1 del ciclo celular (Chatterjee y Walker, 2017) y cuenta con dos rutas por las
cuales se pueden reparar las lesiones, la eleccién del camino a seguir dependera de

la glicosilasa especifica y el estado fisiologico de la célula.

Esta via tiene varias etapas, las cuales consisten en el reconocimiento de la
base dafiada, incision de sitio abasico (AP, apurinicos o apirimidicos), la sintesis de

ADN restante a través de la polimerasa y la ligacién del ADN (Kim y Wilson, 2012).

El primer paso en la reparacion es el reconocimiento de la base dafiada por
una glicosilasa, la cual daréa paso a un proceso conocido como “flipping base”, que es
un proceso que siguen la mayoria de las glicosilasas (mono y bifuncionales) en donde
la base se gira al exterior de la hélice permitiendo el acoplamiento del sitio activo de
la enzima y el corte N-glucosidico. El resultado de este paso da un sitio AP, que es
tratado a través de las glicosilasas bifuncionales, o en el caso de las monofuncionales
se emplea a APE1l que escinde en el esqueleto del ADN, dejando un espacio
intermediario con un hidroxilo en la regién 3" y una desoxirribosa fosfato 5° (dRP), al
término del corte se obtiene la rotura de cadena sencilla (Wallace et al, 2012).
Posteriormente es tratada a través de la pol B que su dominio N-terminal va a actuar
sobre sobre la cadena del ADN eliminando el sitio 5'dRP, dando como resultado el
espacio 5 fosfato que va a permitir a que la polimerasa inserte los nucleétidos
faltantes. Este paso es conocido como “parche corto” (short-patch) BER, sin embargo,
cuando la sintesis va desde 2 a 12 nucleétidos se le conoce como “parche largo”

(long-patch) BER y se lleva a cabo por la Pol 6 y la Pol € (Whitaker et al., 2017).

Para poder terminar el mecanismo de BER, los nucleétidos insertados tienen
gue estar sellados a la hebra. El cual ser& llevado a cabo por la ligasa lll (LIG3), esta
molécula deberd estar en asociacion con algunas proteinas dependiendo la via. En el
caso de short-patch se hace el complejo LIG 3/XRCC1 (complemento cruzado de



reparacion de rayos X 1) y en la via long-patch se asocia LIG 3/LIG 1 (ADN-ligasa 1)
figura 1 (Peraza-Vega, 2023; Hernandez et al, 2009).
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Figura 1. Muestra el esquema general del mecanismo de reparacion por escision de bases. Creada
en BioRender.com.
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Reparacion por escision de nucleétidos

NER, también esta involucrado en la reparacion de lesiones monocatenarias,
la diferencia en esta via es por las lesiones que detecta y la presencia de dafios
voluminosos, los cuales distorsionan la estructura del ADN y bloquean el flujo del ciclo
celular. Los sustratos comunes en los que NER va a actuar son: En dimeros de
ciclobutano-pirimidina (CDP), productos de pirimidina-(6,4)-pirimidona (6-4PP) que
son generados por la radiacion ultravioleta, entre otros. La exposicién a agentes
alquilantes como lo son los hidrocarburos arométicos policiclicos que pueden formar
aductos voluminosos, estos pueden estar presentes en algunos productos de
consumo humano: el humo del cigarro o la carne carbonizada. Se le atribuye
participacion en enlaces entrecruzados inter e intra-cadena que son generados por

algunos farmacos (Peraza-Vega, 2023).

Dentro de esta via se puede reconocer caminos por los cuales los dafios son
reparados, uno de ellos es la reparacion acoplada a la transcripcién (TCR) que es
selectiva para lesiones presentes en la cadena transcrita 'y la reparacion del genoma
global (GGR). Las dos vias difieren en los tiempos de accién, ya que TCR puede
reparar los dafios en la cadena que esté siendo transcrita por la RNA polimerasa |l,
por lo que estas zonas en transcripcion se reparan mas rapido que las de otras
regiones del genoma. Sin embargo, la tasa de reparacion en GGR también depende
del tipo de lesion. Esto hace que sea considerado un proceso relativamente lento y
algo mas ineficiente, ya que escanea todo el genoma en busca de dafios en el ADN,
independientemente si esta activo o no transcripcionalmente (Melis et al., 2013).

Para TCR la deteccion del dafio sera indicado a través de la RNA polimerasa
[l (Pol 1ll) que se encuentra detenida en algun punto de la transcripcién y comienza a
reclutar factores como la subunidad del complejo de ubiquitina ligasa (CSA) y el factor
de remodelacion de la cromatina (CSB). Estas seran las encargadas de remover el
estancamiento de la RNA pol Il. En GGR el reconocimiento de las lesiones se da por
una proteina de unién al ADN especifica 1 (XPE) que estd constituida por dos
subunidades especificas de dafio DDB1 y DDB2 estas estan encargadas de
reconocer el dafio para poder transferirlo al complejo (XPC), esta molécula posee la
capacidad de reconocer alteraciones estructurales de manera tridimensional (Peraza-
Vega, 2023).



Posteriormente, tanto en GGR-NER como en TCR-NER, seguirdn los mismos
pasos, la maquinaria de NER va a reclutar el complejo abierto conocido como (XPA)
en las proximidades de la lesion. Esto hara que interactie con algunos factores como
lo son TFIIH, RPA y XPG. XPA se encarga de realizar un segundo reconocimiento
gue permite proteger al ADN no dafiado de ser reparado por escisidén. La union de
XPA'y la proteina de replicacion (RPA) dara paso a la estabilizacidén y extension de la
hebra para poder llevar a cabo el corte en la posicion 5 y 3" de la lesion dejando el
espacio de ~30 nucleétidos. Esta serd realizada por las endonucleasas XPG y
XPF/ERCC1. La ADN polimerasa © o ¢ sintetiza los nucledtidos restantes, usando
como molde la hebra hermana y para dar paso final a esta via la ligasa | sellara el
corte Figura 2 (Dexheimer, 2013; Costa et al., 2003).
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Figura 2. Panorama general del mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos. Se muestran
ambas vias por las que se pueden reparar las lesiones GG-NER (Reparacion del Genoma Global) y
TCR-NER (Reparacion Acoplada a la Transcripcion). Creada en BioRender.com.
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Reparacion de bases mal apareadas

Los errores generados en la replicacion de ADN, son reparados a través de la
via MMR la cual corrige los desajustes base-bases y de insercion-delecion que surgen
en la incorporacion incorrecta o en el deslizamiento de la polimerasa sobre la hebra
Hsieh, (2001). estos tipos de errores ocurren con una tasa de de ~1 en 10 & pares
de bases durante la biosintesis del ADN (Kunkel y Erie, 2005).

La via MMR se puede simplificar en tres pasos reconocimiento y reclutamiento,
escision y sintesis. Para el reconocimiento, en las células humanas se ha descrito el
heterodimero MutSa conformado por hMSH2 y hMSH®6, se encarga de reconocer el
error, cuando lo encuentra, el heterodimero cambia su conformacion dependiente de
ATP para poder hacer el complejo MutSa:ADN. El Antigeno nuclear de célula
proliferante (PCNA) ayuda a reclutar la maquinaria de MMR, como lo es el
heterodimero MutLa (MLH1 y PMS2) que es el mediador de los demas procesos para
llevar a cabo la escision de la base erronea (Olave y Graham, 2022; Kunkel y Erie,
2005; Stojic y jiricny, 2004). MutS y MutL interactian para poder reclutar y activar el
homodimero MutH, quien se encarga de reconocer y cortar la secuencia hemimetilada
dGATC, en la hebra recién sintetizada, este paso se ha descrito en E. coli, aunque en

humanos no se ha encontrado su homologo (Li, 2008).

Para la escision, se recluta al factor de replicacion C (RFC) que junto con PCNA
activan a EXO 1 para realizar el corte en 3" y RPA se encarga de desplazar la base
cortada y de proteger el saliente resultante en el ADN. (Kunkel y Erie, 2005; Stojic y
jiricny, 2004).

La ADN pol a se encarga de rellenar las bases faltantes para poder sellar la

muesca a través de la ADN ligasa figura 3 (Olave y Graham, 2022).



Base mal aparecada

Reconocimiento del dafiio
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ADN reparado

Figura 3. Esquema de la via de reparacion de bases mal apareadas. Creada en
BioRender.com.



Reparaciéon por recombinacion homaéloga

Esta via es conocida por ser libre de errores, debido a la reparaciéon de DSB a
través de las cromatidas hermanas no dafiadas usandolas como plantilla, por lo que
su participacion es principalmente en las etapas S tardia y en G2 del ciclo celular.
(Krajewska et al, 2015).

El primer paso para activar esta via es el reconocimiento de la DSB a través
del complejo heterotrimérico MRN que estd compuesto por Mrell que tiene actividad
de endonucleasa y exonucleasa, NBS1 juega un papel de sefalizacién en presencia
de las DSB para la activacién de ATM y el comienzo DDR y Rad50 estimula la union

a ADN vy la actividad nucleasa (Peraza-Vega, 2023).

Después de que ha ocurrido el reconocimiento del dafio, se da paso a el
procesamiento de los extremos adyacentes a la rotura de doble cadena con
direccion 57y 3" que es dirigida por MRN junto con Ctlp, que ayuda a la degradacion
nucleofilica de las hebras, la helicasa BLM (sindrome de Bloom) y la exonucleasa 1
(Exol) ayuda a terminar la reseccion de las colas monocatenarias y hace posible la
union RPA en la region 3" de las hebras, para llevar a cabo la degradacion de las
estructuras secundarias en los salientes, la presencia de RPA no permite la unién del
filamento de la nucleoproteina (Rad51) que es la encargada de la busqueda de ADN
homologo, por lo que se reclutan a sus paralogos RAD51B, RAD51C, RAD51D,
XRCC2 y XRCC3. Las proteinas mediadoras como Rad52 y BRCA2 ayudan a la
eliminacion de RPA y hacen posible la unién de Rad51 en las colas de ADN
(Dexheimer, 2013; Nimonkar et al., 2008).

La unién del saliente 3" y Rad51 forman un complejo conocido como bucle D,
gue ayuda al desplazamiento y la extension de la hebra invasora sobre la secuencia
homéloga, mientras la ADN polimerasa € comienza la sintesis nucleétidos y el
segundo extremo queda unido con la hebra desplazada por el bucle D,
posteriormente, ambos ADN son sellados por la ligasa | y esto produce la formacion
de uniones Holliday. Las hebras recombinadas interactian a través de una doble
union Holliday y para poder ser removidas se reportan tres caminos, los cuales van

a procesar los enlaces intermedios generados en las bifurcaciones de replicacion, la



eliminacién por disolucién emplea a la Top lll a y BLM figura 4 (Peraza-Vega, 2023;
Wyatt y West, 2014; Masayuki et al., 2006).
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Figura 4. Esquema del mecanismo de Reparacion por Recombinacién Homdloga (HRR), via libre de

errores por la cual se reparan las DSB. Creada en BioRender.com.



Reparacién por union de extremos no homologos

NHEJ es una de las rutas por las cuales se reparan las roturas de doble hebra,
mediado por una cantidad pequefia de factores, siguiendo el mismo camino que los
demas mecanismos. Las lesiones reparadas por esta via son altamente genotéxicas

y la ligacion directa es propensa a presentar errores (Chiruvella et al., 2013).

Después de ser reconocido el dafio, es indispensable la union del heterodimero
ku70/ku80 (Ku) en los extremos salientes de las hebras, Ku adopta la forma de un
anillo que rodea completamente la doble hélice del ADN. Al formarse el complejo
ku/ADN promueve el reclutamiento de los demas factores en las regiones de ADN
expuestas, como la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN
(ADN-PKcs) donde va a interactuar con el dominio C carboxilo terminal de la
subunidad ku80. ADN-PKcs se fosforila a si mismo, y permite que los extremos se
vuelvan mas accesibles (Chiruvella et al., 2013; Lieber et al., 2010).

El siguiente paso es el procesamiento de las hebras, la modificacion va a
depender del tipo del dafio y la complejidad de la lesion. En las roturas se pueden
encontrar protuberancias de ADN monocatenario, las cuales son escindidas o usadas
como plantilla para la formacion de microhologias. (Dexheimer, 2013).

Al término de la fosforilacion, en el mecanismo de escision o reseccion del ADN
se recluta a la exo-endonucleasa Artemis conocida como reparacion de enlaces
cruzados de ADN 1C (DRCL1C) que puede cortar endonucleoliticamente regiones de
los extremos 3y 5°. Las polimerasas de baja fidelidad de la familia X; Pol p y Pol A
estan involucradas en la resintesis, pueden depender o no de una plantilla. La Pol p,
puede tener mas protagonismo ya que promueve la ligacién de extremos 3" no
compatibles creando microhomologias en los salientes. Sin embargo, la Pol A se ve
mas involucrada en la ligacion con regiones que ya presentan homologias en los
extremos y solo necesitan llenar los espacios vacios. La union de las hebras se
consigue a través de la asociacion de la ligasa IV (LIG 4), el gen de reparacion de
rayos X complemento cruzado 4 (XRCC4) y el factor 1 de unién de extremos no
homélogos (XLF) figura 5 (Peraza-Vega, 2023; Chiruvella et al., 2013; Lieber et al.,
2010).



DSB
- TITTTITIIIIIII %= s i
5 LR . dafio

Complejo Ku7UK l
‘ K Reconocimiento
del dafio

ADN-PKcs

Procesamiento
de las hebras

DRCL1C

Sintesis de
nucleotidos

XRCC4  LIG1  XLF

3' I]]]]I[I]]]]I[III]]]M]]I[[I]]]]]I[I]]]I e

. [T | ==

5 3

Figura 5. Muestra el mecanismo de Union por Extremos No Homdlogos (NHEJ). Creada en

BioRender.com.

' «a-"f"’n ﬁl"‘ﬁg....\\'
ldov ‘T’ Tg.{/| e \\\" oay
-



Estas vias de reparacion son reguladas por una gran cantidad de miRNAs,
especificamente se sabe que en los mecanismos de reparacion de doble hebra hay
aproximadamente 275 miRNAs relacionados con NHEJ y 210 miRNAs asociados con
HR Dentro de estos, se observé que el microRNA miR-27b-3p puede controlar la
expresion de genes que estan involucrados en este uUltimo mecanismo. (Peraza-Vega
et al, 2022).

Por lo que el objetivo de este trabajo es conocer el papel que juega miR-27b-
3p en la reparacion del ADN en un modelo transformado como lo es las células HelLa.
Y si la inestabilidad genética que tiene un modelo transformado altera la funcion del
miR-27b-3p (Tang, 2019, Kushwah et al., 2024; Wu et al., 2024).

Marco tedrico

Biogénesis de los miRNA

Los miRNA son secuencias no codificantes que funcionan como moléculas
guia en el silenciamiento del RNA. Su biogénesis tiene un control estricto. La mayoria
de los miRNA canénicos estan codificados por regiones intrénicas transcripcionales
codificantes o no codificantes, también existen los miRNAs que estan codificados por
regiones exonicas (Ha et al., 2014). Desempefian un papel importante en la
regulacion génica y en multiples facetas de las actividades celulares. En donde su
produccion y maduracion estan reguladas en multiples niveles, por la transcripcion, el

procesamiento y el transporte al citoplasma (Wan et al., 2011).

La mayoria de los miRNA se transcriben a partir de secuencias de ADN en
MiRNA primarios (pri-miRNA) y finalmente, en miRNAs maduros. La produccion de
estas secuencias cortas va a depender de las ubicaciones, donde se pueden
transcribir a través de dos diferentes rutas, la intergénica y la intronica/exénica: Los
MiRNAs intergénicos son transcritos a través de la polimerasa Il que resulta en un pri-
MiRNA. Sin embargo, los miRNA intronicos o exdnicos se transcriben juntos con los

genes huéspedes y estan regulados por sus propios promotores (Ha et al., 2014).



Los pri-miRNAs estan protegidos y poliadenilados, estos son escindidos por el
complejo nuclear tipo RNAsa tipo lll Drosha-DGCR8 conocido como microprocesador
dando como resultado una forma de horquilla llamada pre-miRNA de
aproximadamente 70 nucleétidos con una estructura de tallo-bucle (25 a 30 pares de
bases). La exportina 5 es un transportador nuclear dependiente de RanGTP donde
su funcion es llevar del nacleo al citoplasma el pre-miRNA donde Dicer, una
endorribonucleasa de la familia RNase Ill, escinde los pre-miRNA dando un duplex
de aproximadamente 20—25 nucleétidos donde se diferencia la cadena funcional y la
pasajera dando como resultado a los miRNA maduros y las proteinas Argonauta
forman el complejo silenciador inducido por RNA(RISC) que media el silenciamiento
génico postranscripcional. EIl miRNA maduro guia el complejo RISC para reprimir la
expresion génica inhibiendo la traduccién e induciendo la degradaciéon del mRNA
figura 6 (Wan et al., 2011; Kim et al., 2007).
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Figura 6. Esquema de la biogénesis de los miRNA. Argonauta (AGO). Tomado de Bartel, 2018.

Los miRNAs pueden regular muchos objetivos de mRNA y varios miRNA
pueden regular un solo mRNA, también estdn involucrados en procesos como:
transiciones del desarrollo, patrones neuronales, metabolismo de la adipogénesis, por

mencionar algunos. Dentro de la literatura se ha demostrado que hay una posible
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asociacion de los miRNA con varias neoplasias malignas y enfermedades infecciosas
en humanos (Chhabra et al., 2010).

miR-27b se encuentra ubicado en la familia de los miR-23-27-24, el cual se
divide en dos grupos: miR-23a~27a~24-2 y miR-23b-27b-24-1. El miR-27b se
encuentra ubicado dentro del decimocuarto intron del gen huésped C9orf3 humano
en el cromosoma 9. El procesamiento del duplex por Drosha y Dicer resulta en
cadenas con diferente longitud, los brazos 3p maduros de miR-27a y miR-27b difieren
en un nucledtido y comparten RNAm objetivo, mientras que los brazos 5p tienen 5
nucledtidos de diferencia entre ellos, la cadena 5p del RNA de miR-27b mide 22
nucleotidos de longitud mientras que la cadena 3p cuenta con 21 nucledtidos. La
cadena 3p de miR-27b tiene un nimero de genes blanco muy superior al de la cadena
5p (Peraza-Vega et al., 2023; Granados et al., 2017).

Peraza-Vega (2023) menciona que la expresion aberrante de los miRNA es
conocida dentro de diferentes patologias como lo es en el cancer, los datos
reportados no siempre se pueden correlacionar debido a la adaptabilidad que
desarrolla en diferentes tejidos, se ha asociado la expresion de miR-27b-3p en
diferentes tipos de cancer, también se ha observado que la sobreexpresion de miR-
27b se ve involucrado en la promocion a la sensibilidad a los taxanos (Docetaxel) en
diferentes lineas celulares que han presentado resistencia a farmaco, mientras que
en su paradlogo miR-27a hace mas sensible las células tumorales que presentan

resistencia a la doxorrubicina (Konoshenko y Laktionov, 2022).

Doxorrubicina

La Doxorrubicina o adriamicina (Dox) es de las antraciclinas mas utilizadas
para combatir los tumores sélidos y liquidos. Este farmaco fue descubierto en 1969
por un grupo italiano que utilizé6 como precursor la daunorrubicina que es extraida de
la cepa Streptomyces peucetius (Nobili et al., 2009). Con una formula quimica C27 Hzg
NO11 y cuyo peso molecular es de 579.98/mol. Presenta una estructura tetraciclica

unida por un enlace glucosidico al azucar daunosamina (Blanco, 2016).

La absorcion de la Dox por la célula es por difusion pasiva, una vez que se
encuentra en la zona plasmaticas el mecanismo de accion tiene como primer paso la

asociacion con el proteosoma uniéndose en la subunidad 20s para poder translocarse
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sobre los poros nucleares, la Dox tiene una afinidad por el ADN nuclear, por lo que se
disocia facilmente del proteosoma. Aunque se ha reportado que también puede

interactuar con el ADN mitocondrial (Tacar et al., 2013).

La Dox tiene varios mecanismos por los cuales genera dafo al ADN, de los
cuales Zhu et al. (2016) y Yang et al. (2014) describen:

e Laformacién de aductos es el resultado de la interaccién de la Dox con el ADN en
las regiones con pares de CG adyacentes, a traves del enlace covalente mediado
por formaldehido y un enlace de hidrégeno.

e La generacion de ROS se da a través de la oxidacion de la estructura quinona de
la Dox a semiquinona, esta interactla con el oxigeno para producir peréxido de

hidrégeno (H202) y el anidon superoxido (O2).

e La inhibicion de la topoisomerasa Il se da al estabilizar el complejo ADN-
Topoisomerasa ll, lo que impide la religacion de las hebras que fueron cortadas
dando como resultado roturas en el ADN e inhibiendo la replicacion, siendo este

su efecto mas relevante. Figura 7.



Doxorrubicina o  ow o
OH

(L X Jon

O O OH oo
(L,

Citoplasma Nz
Intercalacion

Inhibicion de la Aducto
ROS topoisomerasa |l

Nicleo

Formaldehido

e

Direccion de la
transcripcion

L Estrés de ‘\/
Exposicidn del

_ torsion
/ ADN desnudo v

Muerte
celular

SSB

Figura 7. Representa los mecanismos de dafio generados en el ADN inducidos por Dox donde
describen la inhibicidn de la topoisomerasa Il, formacién de aductos, generacion de ROS, estrés por

torsion entre otros. Creada en BioRender.com.

W "f'rma.r .



Justificacion

Actualmente se ha reportado que el paralogo miR-27b-3p se encuentra
desregulado en distintos tipos de cancer, mediando actividades como proliferacion,
migracién, por mencionar algunos. Peraza-Vega et al. (2021) reportaron que la
sobreexpresion de miR-27b-3p en la linea celular Balb/c-3T3 regula negativamente
los mecanismos de reparacioén del ADN, siendo la Dox el xenobidtico con el que se

obtuvieron resultados altamente significativos.

En los ultimos afios la deficiencia de efectividad de algunos antineoplasicos se
ha vuelto muy notoria debido a la resistencia que ha generado esta enfermedad. Se
han observado mejoras al asociar estos farmacos con miRNAs. Sin embargo, hay
escasa informacion acerca del papel que juega miR-27b-3p en la reparacion del ADN

en células cancerigenas.

Hipotesis
Al sobreexpresar miR-27b-3p en una linea celular de cancer como lo es Hela,

disminuird su capacidad de reparacion del dafio al ADN, esto permitira que no se

reparen los rompimientos de doble hebra generados por la Dox.

Objetivo principal

Evaluar la capacidad de reparacion del ADN cuando miR-27b-3p se encuentra sobre

expresado en la linea celular HeLa tratada con Dox.

Objetivos particulares

e Determinar la expresion de miR-27b-3p.

e Evaluar la viabilidad de las células transfectadas y no transfectadas.

e Analizar la cinética de reparacion en células HeLa con miR-27b-3p
sobreexpresado a través de ensayo cometa en su version alcalina y neutra.

e Analizar el efecto de la Dox en el ciclo celular de células HeLa con miR-27b-3p

sobreexpresado.



Metodologia

Compuestos quimicos

Acido bérico pureza 99.99 % (Cat. 0084), acido clorhidrico pureza 99.99 % (Cat. 3624-
01), cloruro de sodio (cat. 3624-01) de J. T. Baker (México), tritbn X- 100 (Cat. T-
9284), agarosa bajo punto de fusion (Cat. A-9414), agarosa regular 0.5 % (Cat. A-
6877), bromuro de etidio (Cat. E-8751), clorhidrato de doxorrubicina (Cat. D-1515),
diacetato de fluoresceina (Cat. F-7378)), dimetil sulfoxido (DMSQ) (Cat. D-5879),
acido etilendiaminotetraacético sal disédica dihidrato (EDTA) (Cat. E-5134) de Sigma-
Aldrich (EUA), antibiético-antimicotico (Cat. 15240062), dulbecco’s modified eagle’s
medium de alta glucosa (Cat. 12100046) adquiridos a través de ThermoFisher
Scientific, hidréxido de sodio (pureza 99 %, Cat. 106462) de Merck (Alemania), suero
fetal bovino (SFB) (Cat. 1524006), tris-base Base (Cat. H5131) adquirido de Promega
(EUA).

Linea celular

Se empled la linea celular epitelial de cuello uterino (HeLa) adquirida a través
de la Coleccion Americana de Cultivos Celulares (ATCC, CRM-CCL-2). La cual fue
criopreservada en medio de cultivo, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium de alta
glucosa suplementado con 5 % de DMSO. Mientras que en los ensayos los cultivos
se mantuvieron en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium suplementado con 10 % de
SFB y 1 % de antibiético-antimicotico, dentro de la incubadora se encontraban a 37
°C 95 % de O2y 5 % de COa.

Transfeccién.

En la transfeccion celular se empled el agente mimic hsa-miR-27-b-3p (3'-
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC-5") del kit TagMan® MicroRNA Assay (Applied
Biosystems™, EUA). Como vehiculo se utiliz6 siPORT™ NeoFX ™ proyeniente de
Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Lituania. Para la transfeccion se siguié el
protocolo del fabricante y el protocolo de Peraza-Vega (2023); se emplearon placas
de 6 pozos y en cada pozo se sembraron 2.4x10° células, todos los pozos se aforaron
a 2.5 mL y asi obtener una concentraciéon de 75 uM de la secuencia imitadora. Se
incubaron a 37 °C y 5 % de COz durante 24 h.
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Extraccion y cuantificacion de RNA

Al término de las 24 h post-transfeccion se extrajo el RNA de las transfectadas
y no transfectadas con la secuencia imitadora. Para normalizar los valores de la
sobreexpresién se uso el gen constitutivo U6. De acuerdo al protocolo del fabricante
se elimin6 el ADN con DNasa |, se utilizé el kit LEV simplyRNA Cells (Promega). Al
finalizar la extraccion del RNA fue cuantificado con el equipo Multiskan GO
(ThermoFisher).

Determinacion de la expresion de miR-27b-3p

Después de las 24 h post-transfeccion se determiné la sobreexpresion de miR-
27-b-3p comparando los valores de las células control con respecto a las
transfectadas usando RT-gPCR. Se empled el termociclador TC-512 (Techne) para
reaccion de transcripcion reversa y sintesis de cDNA y el termociclador Corbett Rotor-
Gene 6000 (Corbett Research) para PCR en tiempo real.

Tratamiento

Al término de las 24 h post-transfeccidn se aplico el tratamiento (100 puM) con
Dox partiendo de un stock de 10 mg/1 mL, esta concentracion fue determinada a
través de una curva concentracion-respuesta (Datos no mostrados). El farmaco fue
aplicado durante 1 h a los controles (células con vehiculo) y a las células
transfectadas, se mantuvieron en incubacién a 37 °C y 5 % de CO:. Al término del
tratamiento se cambid el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium de alta glucosa
suplementado con 10 % de SFB y se guardaron las cajas en la incubadora durante
24 h a 37 °Cy5 % de CO2hasta los tiempos de cosecha.

Ensayo cometa

Los tiempos a los cuales se realizaron las cosechas fueron establecidos a
través del trabajo de Peraza-Vega (2023) donde el tiempo promedio de generacion
era de 30 h. Una vez concluidas las 24 h post-tratamiento se cosecharon las células

en intervalos de 12 h.

Una vez alcanzados cada uno de los tiempos, en portaobjetos de 25 x 75 x 1

mm (globe Scientific INC., EUA.) previamente cubiertos con Agarosa Regular 0.5 %,
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las células fueron suspendidas en Agarosa bajo punto de fusién (ALMP) 0.5 %.
Posteriormente se agregaron 75 puL de muestra y se extendieron sobre una laminilla
colocando un cubreobjetos de 24 x 50 mm (Corning™) y se dejan en frio hasta
polimerizar. Se agreg6 una segunda capa de ALMP 0.5 % (75 pL) y se extendié con
el mismo cubreobjetos y se dejé en frio hasta solidificar. Las laminillas fueron llevadas
a un vaso Koplin protegido de la luz con lisis (40 mL de solucion stock de pre-lisis
NaCl 2.5 M, EDTA disoédico 100mM y Tris Base 10 mM pH 10, 4 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) y 400 uL de Tritdn X-100 previamente fria a 4 °C durante 24
h.

Electroforesis pH 8y pH >13

La camara de electroforesis se montd sobre una cama de hielo y se colocaron
las laminillas con las células lisadas, para pH 8 el tiempo de desenrollamiento del
ADN en el buffer neutro, es de 2 h, y en electroforesis 45 min, manteniendo 25 volts
(V) y 25 miliamperios (mA) con 0.9 V/cm. Mientras que en pH > 13 el tiempo de
desenrollamiento es de 10 min y 10 min de electroforesis a 0.9 V/cm, manteniendo 25
V'y 300 mA. Las laminillas que estuvieron en buffer alcalino se neutralizaron con buffer
de Trizma base pH 7.5 (0.4 M) durante 5 min previamente a ser deshidratadas. Por

ultimo las laminillas de ambos pH se deshidrataron con etanol 96 % durante 5 min.
Anélisis

Previo al analisis se tifieron las laminillas con 20 pL de bromuro de etidio [2
pg/mL]. La evaluacién de los cometas se llevd a cabo en un microscopio de
fluorescencia Olympus Bx60, la medicion se realizO con ayuda del programa
informatico “Komet V 5.0” leyendo 50 cometas por laminilla, utilizando “%TailDNA”

(porcentaje de ADN en la cola) como parametro.

Ciclo celular

Para observar el comportamiento del ciclo celular se siguio el protocolo del
fabricante MUSE™, para cada tiempo de cosecha se fijaron las células con etanol al
70 % y se almacenaron a -4 °C por al menos 3 h antes de su tincion. Una vez
terminado el tiempo de fijacion, las muestras se centrifugaron a 1200 rpm durante 5
min descartando el sobrenadante, para resuspender con 250 uL de PBS 1X, se
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centrifugaron una segunda vez a 1200 rpm durante 5 min descartando el
sobrenadante, para la tincion se uso el kit MUSE™ Cell Cycle Reagent y se dejo en
incubacion por 30 min a TA y protegidas de la luz. El andlisis se realiz6 en el equipo
MUSE™ Cell Analyzer.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se representaron como la media * el error estandar (EE)
de 3 experimentos independientes para el ensayo cometa, 5 para ciclo celular y 6
para viabilidad. Se realiz6 una prueba de ANOVA seguida de un post-test de
Bonferroni. En el andlisis de expresion de miR-27b-3p se utilizé una prueba t de
student utilizando el programa STAT (GraphPADStat software V1.14, San Diego,
USA). Se usaron los valores de confianza p< 0.05 como estadisticamente

significativo.



Resultados

Extraccién de RNA

Se analizaron los niveles de expresion de RNA en células transfectadas y no
transfectadas y se compararon con respecto al nivel basal. La Figura 8 representa el
nivel de expresion de miR-27b-3p (Fold change) con respecto a los valores basales

el cual muestra una sobreexpresion de casi 20 veces.
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Figura 8 Expresion de miR-27b-3p. Se muestran los cambios en la expresion de miR-27b-3p
en células HelLa (Fold Change) calculado como el 222Ct representado con * el EE. (*)

Diferencia estadistica significativa p< 0.05 (t de student).



Viabilidad %

Viabilidad celular

La Figura 9 muestra las viabilidades de cada una de las condiciones a los
tiempos de 0, 24, 36 y 48 h. Cada una de las condiciones fue ajustada con respecto
a su control considerandolo el 100%, por lo que, el comportamiento en grafica de las

células que fueron tratadas con Dox 100 uM no tuvieron un efecto citotéxico.

150 -
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] miR-27b +Dox
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0- I | I
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Figura 9. Viabilidad celular. Se contaron 100 células de cada experimento por cada tratamiento
(n=6) que fueron tefiidas con BrEt y FDA. Los datos se presentan como las medias + error

estandar.



Evaluacion del dafio a pH>13

Lafigura 10 representa la cinética con los datos obtenidos del ensayo cometa,
se muestra el dafio en el ADN a lo largo del tiempo. Los controles que corresponden
a los colores naranja y negro no pasa del 10 % de dafo en la cola, considerado como
dafo basal, por lo que los agentes de transfeccion con miR-27b-3p no inducen dafio
al ADN. Las células tratadas con Dox 100 uM aumentaron el porcentaje de dafio al
ADN en comparacién con los controles negativos desde las 24 h, sin embargo, a las
48 h se ve una reduccion alcanzando valores cercanos a los controles indicando que
hay una reparacion del dafio generado por el farmaco. Por otro lado, en las células
gue fueron transfectadas con el miR-27b-3p y tratadas con Dox, a las 24 y 36 h
alcanzan valores semejantes a los de Dox (rojo), sin embargo, a las 48 h se observa

un incremento en el dafo al ADN Figura 11.

Control
- miR-27b
-4~ Doxorubicina
- Doxorubicina + miR-27b

% de dano al ADN

Horas

Figura 10. Cinética de reparacion de la version alcalina del ensayo cometa. Comparacion de
dafio de células Hela tratadas con Dox y transfectadas con miR-27b-3p (azul), HeLa Dox
(rojo), HeLa miR-27b-3p (negro) y HelLa con vehiculo de transfeccidn (naranja). El dafio del
ADN fue evaluado utilizando valores los Tail DNA (porcentaje de dafio en la cola). Los datos

se presentan como las medias + EE de 3 experimentos independientes. (*) Diferencia

significativa con respecto al control P <0.05 (ANOVA seguida de la prueba de Bonferroni).



Control 24 h miR-27b-3p 24 h Dox 24 h miR-27b-3p+ Dox 24 h

Control 36 h miR-27b-3p 36 h miR-27b-3p+ Dox 36 h

Control 48 h miR-27b-3p 48 h Dox 48 h

Figura 11. Cometas de la version alcalina (pH>13) capturados a través del programa Komet V5.0, en
microscopio de fluorescencia Olympus Bx60 a 40x. Cosechas realizadas a las 24, 36 y 48 h de la

prueba alcalina.
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Evaluacion del dafio a pH 8

La version neutra del ensayo cometa figura 12 permite evaluar las DSB, siendo
estas las lesiones mas genotodxicas para la célula si llegan a persistir. La induccién
del dafio se ve reflejado a las 24 h en las células tratadas con Dox al paso del tiempo
el dafio generado es reparado haciendo que los valores disminuyan. Caso contrario
a las células tratadas y transfectadas con miR-27b-3p (azul), donde a las 24 h
alcanzan valores semejantes a los de Dox (rojo), aunque el dafo persiste a las 36 h
y 48 h, (Figura 13) debido a que la actividad de los mecanismos de reparacién de
doble hebra (NHEJ y HRR) se ve afectada por la sobreexpresion de miR-27b-3p.

Control
5 = miR-27b
“_tu —+— Doxorubicina
.2 =+ Doxorubicina + miR-27b
3
[
°
X 10+
0 | 1 1 | 1
0 12 24 36 48 60

Horas

Figura 12. Cinética de reparacion de la version neutra del ensayo cometa. Comparaciéon de
dafio de células HelLa tratadas con Dox y transfectadas con miR-27b-3p (azul), HeLa Dox
(rojo), HeLa miR-27b-3p (negro) y HelLa con vehiculo de transfeccion (naranja). El dafio del
ADN fue evaluado utilizando valores de Tail DNA (porcentaje de dafio en la cola). Los datos

se presentan como las medias + EE de 3 experimentos independientes. (*) Diferencia

significativa con respecto al control p <0.05 (ANOVA seguida de la prueba de Bonferroni).



Control 24 h miR-27b-3p 24 h Dox 24 h miR-27b-3p + Dox 24 h

Control36 h miR-27b-3p 36 h Dox36 h miR-27b-3p + Dox 36 h

Control 48 h miR-27b-3p 48 h Dox48 h miR-27b-3p + Dox 48 h

Figura 13. Cometas de la versién neutra (pH 8) capturados a través del programa Komet V5.0, en

microscopio de fluorescencia Olympus Bx60 a 40x. Cosechas realizadas a las 24, 36 y 48 h de la

version neutra.
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Ciclo celular

Para conocer el comportamiento del ciclo celular de HeLa con miR-27b-3p
sobre expresado, se realizdé la medicion del ADN contenido en las células a los
controles y tratamientos en cada tiempo de cosecha. La Figura 14 muestra la
comparacion de las tres etapas del ciclo (Go/G1, S y G2/M), La fase Go/Gi1 en los
controles presentan valores similares en el tiempo de 0, 24 y 36 h observando
incremento a las 48 h, lo que indica que la progresion del ciclo celular no esta
interrumpido. Caso contrario a los tratados con Dox donde se observa la reduccion
en los valores de GO/G1, a las 24 y 36 horas dando como consecuencia el incremento
en los niveles de la fase S y Gz, muestra que hay arresto en el ciclo celular, a las 48

h en los tratados Figura 15.
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Figura 14. Estimacion de las fases del ciclo celular GO/G1, S, y G2/M de cada una de las
condiciones en los tiempos de 0, 24, 36, y 48 h. Los datos se presentan como las medias + el

EE del contenido de ADN en las células de 5 experimentos independientes. (*) Diferencia
significativa con respecto a las condiciones control y miR-27b de cada tiempo p <0.05 (ANOVA

seguida de la prueba de Bonferroni).



24 h 36 h 48 h

g DNACONTENT PROFILE g DNACONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
t GOG1 47 GoGt N GOG1 408
s . 5394 J3a9 ss
[e) - t Gaw ) = Gaw 282 2 GV
: 2 N F 3
e 3 IH o i
0 ¢
et g —Q-Mv—v—v—v—
012345678910 012585 018 910 012345678 910
DNA CONTENT INDEX DNACONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
4 DNA CONTENT PROFILE 1 DNACONTENT PROFILE OMACONTENT BROFILE
o g : G061 96 100
'\ B $H0
~N = € t Gawmie
1 S g | S
€3S o 4 S
£ - :
012345678 910 012345678 910 012345678310
DNACONTENT INDEX DNACONTENT INDEX LA CONTENT INDEX
’ DNA CONTENT PROFILE DNACONTENT PROFILE ONACONTENT PROFILE
g e GOG1 184 1 et h
¢ 5318 s¥HS T
i ¢ SIVETY o GaMm 2 v e
c ] c =
= § = 2
x & 3 S z
oi } s
(=) ¢
012345678 910 012345678 910 512314EC€73 810
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DMACONTENT NOEX
§§ DNACONTENT PROFILE 100 Cva CONTENT PROFILE DNACONTENT PROFLE
°§ oou1 a4 i @ it
5 ‘;:u
+ = - wWvrl x‘v_‘
a5 S z S
~ 3 § E
o
o= |
£ 012345678910 012345678910 012345678010
DNA CONTENT INDEX DNACONTENT NOEX

DNACONTENT INCE X

Figura 15. Histogramas de ciclo celular obtenidos a través del equipo MUSE™.
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Discusion

La prueba de viabilidad juega un papel importante, ya que nos permite medir
la vitalidad de los cultivos celulares. Dentro de la industria farmacéutica, esta prueba
es fundamental para conocer la respuesta de la célula ante los farmacos
desarrollados. Para determinar la viabilidad se pueden utilizar criterios como la
asimetria de membrana, permeabilidad de membrana, ensayos de funcién de las
mitocondrias, por mencionar algunos (Kamiloglu et al., 2020). Dentro de los criterios
a seguir para poder realizar ensayo cometa es tener una viabilidad por arriba del 70—
80% (Tice et al, 2000). En este estudio se uso el ensayo fluorimétrico, empleando la
tincion dual de BrEt y FDA, los resultados obtenidos no muestran un cambio en la
viabilidad celular en ningin tiempo de cosecha, por lo cual no hay efecto citotdxico
por parte de la Dox 100 yM.

El objetivo de este trabajo fue conocer si miR-27b-3p afectaba la reparacion
del ADN en el modelo transformado de células HelLa. Asi como evidenciar si la
inestabilidad genética que tiene el modelo altera el patrén de regulacion del miR-27b-
3p (Tang, 2019, Kushwah et al., 2024; Wu et al., 2024). Para poder conocer la
funcionalidad de la reparacion del dafio al ADN se determind por su persistencia a
través de una cinética de 0 a 48 h, utilizando el ensayo cometa en su version a pH>13
en el cual se pueden evaluar rompimientos de una y de doble hebra, asi como sitios
alkali-labiles y sitios retardados de la reparacién (Collins et al, 2023) y la version
neutra (pH 8), el ADN se mantiene bicatenario y asi se pueden evaluar los

rompimientos de doble hebra (Singh et al., 1988).

La Dox es un antineoplasico el cual puede tener varios mecanismos de accion
para generar dafio al ADN, este farmaco puede producir SSB a través de la
generacion de ROS, intercalacion de ADN, aunque se ha reportado que el mecanismo
principal de la Dox es la inhibicion de la topoisomerasa Il, el cual puede producir DSB
(Kcicuk et al., 2023).

En la Figura 10 se observan los resultados, obtenidos de la electroforesis a
pH>13 los cuales muestran valores significativos a las 48 h (p<0.05) en las células

transfectadas y tratadas con Dox, demostrando que miR-27b-3p afecta la reparacién



de ADN, por otra parte las células que Unicamente fueron tratadas con Dox muestran

reparacion del dafio producido en el ADN.

Asi mismo se realiz6 el ensayo cometa en su version neutra y los resultados muestran
gue en los tiempos de 36 y 48 h tienen valores significativos (p<0.05) en las células
gue sobre expresan miR-27b-3p y tratados con Dox, lo cual indica disfuncién en los
mecanismos de reparacion de doble hebra, siendo estos principalmente NHEJ y HR.
En la Figura 12, las células que unicamente fueron tratadas con Dox, a partir de las
36 h se observa reduccién en los valores de Tail DNA, a las 48 h alcanza niveles de
dafio similares a los controles. Esto muestra que los mecanismos de reparacion
funcionan adecuadamente. En las células transfectadas y tratadas se encontré que
desde la induccion del dafio hasta las 48 h se muestra perdida en la capacidad de
reparar las roturas generadas, la baja actividad de las vias promovio la acumulacion
del dafio en las células. Caso contrario con miR-27b per se, el cual no presentd
cambios significativos a lo largo del tiempo. En un analisis in sillico realizado por
Peraza-Vega y colaboradores (2023) observo que miR-27b-3p esta relacionado a HR
y a la via de anemia de Fanconi, afectando de manera negativa el funcionamiento de
las proteinas involucradas en la reparacion, por lo cual puede que también se vean
afectadas estas vias en el modelo de HelLa transformado y eso promueva la

acumulacion de dafio, principalmente DSB.

Por lo que respecta al analisis del ciclo celular, en la Figura 14, la expresion
de miR-27b per se no presenta efecto sobre la progresion del ciclo celular desde 0 a
48 h, los tratamientos a las 36 h presentaron mayor cantidad de células en la fase S,
a las 48 h las células transfectadas y tratadas mostraron arresto en la fase G2/M
impidiendo a las células continuar con el ciclo, el dafio generado y no reparado puede
conducir a la inestabilidad gendémica aumentada. Mu y colaboradores (2015),
observaron que miR-27b y Dox aumentan la sensibilidad en células de
hepatoblastoma, donde la actividad sinérgica con miR-27b mejora el arresto en la fase
S. La participacion de los mecanismos de reparacién de doble hebra dependeréa del
estadio de la célula, la actividad de la via HR predomina en la fase S y G2/M la cual
se ve atenuada por miR-27b, dentro del ciclo celular, se observa que hay un arresto
en la fase G2/M desde las 36 h y persistente a las 48 h, posiblemente esto se deba a

la incapacidad de no restaurar las DSB a través de HR.



Por otra parte el dafio producido no pudo ser detenido en la fase Gz del ciclo
ya que, en las células sanas el arresto en Gi puede llevarse a cabo por p53, la
expresion de la oncoproteina E6 en la linea celular HeLa promueve la degradacién de
p53 a través de la via de ubiquitina, aunque en los puntos S y G2 que son
independientes de p53, las células deficientes de esta proteina conservan estos
puntos del ciclo, (Gately et al., 1998; Kaufmann y Paules, 1996; Scheffner et al., 1990).

Dentro de la literatura los estudios sobre miR-27b-3p son escasos. Se sabe
que puede intervenir en diferentes procesos como la supresion de la proliferacion
celular (Tao et al., 2015), Crecimiento, invasién (Wang et a., 2020) y la metastasis
(Liu et al., 2019), apoptosis (Li et al., 2021) entre otros. Se ha descrito que puede
estar regulado al alza en canceres humanos como lo es el de: glioma, cuello uterino
y mama; ademas puede estar regulado a la baja en: cancer de pulmén, préstata,
colorrectal, gastrico y en leucemia mieloide aguda (Peraza-Vega, 2022). Sin embargo,
hasta ahora se desconocia el efecto de su sobre expresion en sobre la capacidad de
reparacion del dafio al ADN en células HelLa. Lo observado en este trabajo
complementa la literatura respecto a miR-27b y nos conduce a generar nuevas
interrogantes. Una de las perspectivas seria el estudio de los genes predichos a la
sobreexpresion de miR-27b-3p, como los reportados por Peraza-Vega (2023),
especificamente en Hela, involucrados en la reparacion por recombinacion

homologa.



Conclusion

Los resultados obtenidos ayudan a complementar el estudio previo realizado por
nuestro equipo de trabajo y ayuda a conocer mas el papel que tiene la sobreexpresion
de miR-27b-3p sobre la reparacion del ADN, en este caso en una linea celular
transformada. Por parte de la viabilidad la Dox 100 uM no mostré un efecto citotoxico,
pero si genotoxico. En el ensayo cometa se observé que las células transfectadas y
tratadas fueron incapaces de reparar las lesiones generadas perdurando hasta las 48
h, por lo que se puede concluir que miR-27b-3p es un regulador negativo de los
mecanismos de reparacion de rompimientos de doble hebra, los cuales al no ser
reparados impiden la progresion del ciclo celular dando como resultado el arresto en
la fase S/Ga.
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