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1.3 Lista de Abreviaturas
3 Bp: Presencia de un emparejamiento de bases contiguas de Watson Crick
para el miRNA.
CaCu: Cancer cervicouterino

dG_hybrid = AGhybrid Una medida de estabilidad para el hibrido miRNA: target
como se calcula por RNAhybrid.

dG_nucl = AGnucl Una medida del potencial de nucleacion para la hibridacion
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Posicion del sitio: Posicion inicial y final de la regidon objetivo (sitio) predicha

que estara vinculada al miRNA.
RNA: Acido ribonucleico.

RT-PCR: Transcripcion reversa acoplada a la Reaccion en cadena de la

polimerasa.

Seed Access: Una medida de accesibilidad estructural calculada por el
promedio de probabilidades monocatenarias de los nucleétidos en la region

objetivo complementarios a la semilla de miRNA.

Seed Consv: Puntaje de conservacion por el programa para la sub-region

objetivo complementaria a la semilla del miRNA.
Seed Start: Region objetivo complementarias a la semilla del miRNA.

Seed Type: Tipo de interaccion del miRNA 6mer, sitios semillas offset 6mer,

7mer-A1, 7Tmer-m8 y 8mer.

Site Access: Una medida de accesibilidad estructural calculada por el promedio
de probabilidades monocatenarias de los nucleétidos en el sitio de union

predicho.
Site Consyv: Puntaje de conservacion por el programa para el sitio de enlace.

Site End: Posiciones finales de la region de destino (sitio) que se predice que

estara unida al miRNA.

Site Start: Inicio de la region objetivo (sitio).
Target Leng: Longitud del objetivo.

UTR: Region no codificante del mRNA.

VPH: Virus del papiloma humano.



2. Resumen

El cancer cervical es la tercera causa de muerte para la poblacion femenil mexicana.
La infeccidn por virus del papiloma humano de alto riesgo (cepas VPH 16 y 18) esta
altamente asociado con la aparicion del cancer de cuello uterino. Entre las
consecuencias causadas por el VPH se encuentran la desregulacion de las
proteinas E2F (involucrada en el control del ciclo celular) y p53 la cual actua como
factor transcripcional de la familia miR-34 la cual pertenece a un grupo de RNAs no
codificantes (MiRNAs) importantes para el control del ciclo celular y la regulacion de
diversos tipos de RNAs codificantes y no codificantes. Sin embargo, los miRNAs no
son el unico tipo de RNAs no codificantes (ncRNAs) que se encuentran
desregulados en procesos cancerigenos ya que se sabe que los RNAs no
codificantes largos (IncRNAs) estan relacionados con procesos celulares como
proliferacion celular, muerte celular, replicacion celular, etc., y también se ven
desregulados en procesos cancerigenos. En este estudio se trabajéo con los
INncRNAs Wrap53, LOC285194 y Sirt1-AS buscando su presencia en lineas
celulares de carcinoma de cérvix VPH positivas y negativas, y su potencial
regulacion que podria tener la familia miR-34 mediante analisis bioinformaticos. Se
analizé la expresion de la proteina p53 dentro de las lineas celulares de cérvix ya
que forma parte del sistema p53-miR-34. Se detectaron los INcRNAs en muestras
con DNA indicando que los primers funcionan adecuadamente, sin embargo, en
muestras de RNAs no se obtuvo amplicon de LOC285194 y Sirt1-AS, mientras que
de Wrap53 no fue concluyente su analisis, ya que en algunos experimentos su
expresion era positivo y en otros negativo. La expresion de la proteina p53 no

mostré cambios significativos entre las lineas celulares analizadas.
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2.1 Abstract

Cervical cancer is the third cause of death in the Mexican female population.
Infection with high-risk human papilloma virus (i.e. HPV strains 16 and 18) is highly
associated with the onset of cervical cancer. Among the consequences caused by
HPV are the deregulation of E2F proteins (involved in the control of the cell cycle)
and p53. The latter acts as a transcriptional factor of the miR-34 family which belongs
to a group of non-coding RNAs (microRNAs) important for the control of the cell cycle
and the regulation of various types of coding and non-coding RNAs. However,
microRNAs are not the only type of non-coding RNAs (IncRNAs) that are
deregulated in carcinogenic processes since INcCRNAs are known to be involved in
cellular processes such as cell proliferation, cell death, cell replication, etc., and are
also deregulated in carcinogenic processes. In this study we worked with the
INcRNAs Wrap53, LOC285194 and Sirt1-AS looking for their presence in HPV
positive and negative cervical carcinoma cell lines. We also performed a
bioinformatics analysis on the regulatory capacity that the miR-34 family could have
on these IncRNAs. Finally, we performed the identification of the p53 protein within

the cervical cell lines.
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3. Introduccion

El cancer es una patologia que afecta a células de diversos tipos de tejidos
(Rohlfs et al., 2000). Las ceélulas tumorales adquieren diversas caracteristicas que
resultan en ventaja respecto a las células sanas, dichas ventajas afectan
principalmente la regulacion de procesos relacionados al ciclo celular, metastasis,
proliferacion celular, etc. Debido a la expresion alterada de diferentes biomoléculas
(Hanahan & Weinberg, 2011). Estas moléculas son principalmente proteinas, genes
codificantes y no codificantes las cuales toman importancia ya que son uno de los
principales blancos para las diferentes terapias anticancerigenas o también usadas
como marcadores moleculares en el diagnostico. Algunas de las ventajas que
adquieren las células cancerosas son gracias a la integracion de genomas virales
en la célula huésped y/o a eventos de ruptura, translocacion y recombinacion
cromosomica (Weinberg, 2013) que modifican la expresidon génica y por ende los
diferentes procesos celulares. Siendo el virus del papiloma humano (VPH) un
ejemplo de este fendmeno, ya que se le ha reportado como el principal agente
etiologico del cancer cervical (Zur Hausen, 1996). La expresidon de diversas
oncoproteinas presentes en el VPH conducen a cambios moleculares y celulares
llevando a la transformacion celular; iniciando el desarrollo de neoplasias
intraepiteliales que posteriormente culminan en eventos cancerigenos. Dentro de
los cambios mas importantes causados por el VPH, se encuentra la desregulacion
de numerosos genes debido a la integracion del genoma viral (Bosch, et al, 2002),
asi como la regulacion por RNAs no codificantes (ncRNA), que pueden ser tanto
microRNAs (miRNAs) como RNAs largos no codificantes (IncRNA), ambos han sido
reportados como sistemas de regulacion en la expresidn genética susceptibles a
alterar sus niveles de expresidbn en procesos tumorigénicos en ocasiones
favoreciendo los procesos cancerigenos o brindando algun tipo de resistencia
contra estos (Prensner & Chinnaiyan, 2011).
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4. Antecedentes

4.1 Cancer

La organizacion mundial de la salud (OMS) ubica al cancer como una de las
principales causas de muerte a nivel mundial junto con las enfermedades
vasculares, siendo responsable de 8.2 millones de defunciones y 14 millones de
nuevos casos en el afno 2017 teniendo como pronostico que esta cifra aumente a
22 millones de casos en las siguientes dos décadas. Las zonas de Asia, Africa,
América central y América del sur presentan mayor incidencia con el 60% de los
nuevos casos Yy el 70% de las defunciones (OMS, 2017).

La mayoria de los tumores en humanos se generan en regiones epiteliales. Los
epitelios son un conjunto de células que se alinean recubriendo los diversos tejidos
del cuerpo y por debajo de ellos se encuentra la lamina basal que separa las células
epiteliales del resto del tejido (Schafer & Brugge, 2007).

En la actualidad se sabe que existen seis caracteristicas biolégicas adquiridas por
las células cancerigenas durante su progresion Figura 1 (Hanahan & Weinberg,
2011), las cuales se definen como:

1. Autosecrecion de senales de crecimiento. Las células cancerosas
adquieren la habilidad de proliferar sobre sus contrapartes sanas debido a la
secrecion de factores de proliferacion como TGF-f3.

2. Pérdida de sensibilidad a senales inhibidoras de crecimiento: Las
células cancerosas no responden a la actividad de genes supresores de
tumores.

3. Evasion de la muerte celular programada (apoptosis): Las células
suprimen genes y vias de sefalizacion que desembocan en apoptosis.

4. Potencial de replicacidn ilimitada: Las células activan genes especificos
que les permitan replicarse indefinidamente.

5. Angiogénesis: Las células adquieren la capacidad de generar sus propios

vasos sanguineos.
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6. Invasion y Metastasis: Las células cancerigenas ganan la habilidad de
invadir tejidos tanto cercanos como distantes (Hanahan & Weinberg, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting
cell death

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Caracteristicas adquiridas por las células cancerigenas. En la figura se observan las 6
caracteristicas clave que adquiere una célula normal al momento de presentarse un proceso

oncogénico (Tomada y modificada de Weiberg and Hanhan, 2011).

Estas seis caracteristicas marcan el principio de su entendimiento, ya que aun se le
considera una enfermedad genética compleja que involucra la desregulacion de
oncogenes y genes supresores de tumores (Prensner & Chinnaiyan, 2011,George
A Calin & Croce, 2006).

La gran mayoria de los tipos de cancer se pueden clasificar en dos categorias: la
primera corresponde a los carcinomas (células escamosas) provenientes de células
que forman laminas y los adenocarcinomas que constan de epitelios de células
especializadas en secretar sustancias a los ductos o cavidades del cuerpo humano
(Weinberg, 2013). Se ha observado que en muchos de los procesos celulares
relacionados al desarrollo del cancer intervienen los microRNAs y IncRNAs y con
ello todos los procesos que estos regulen cooperan en el avance hacia la
carcinogénesis o bien interfieren con dichos procesos (Hauptman & Glavac, 2013).
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4.2 Cancer en México

En México se ha mostrado la existencia de una relacion entre la edad de una
mujer y el cancer cérvico uterino, ya que las infecciones por VPH que llegan a
desencadenar procesos de carcinogénesis, empiezan a edades tempranas y se
desarrollan lentamente si no son diagnosticadas y atendidas a tiempo (INEGI,
2013). Lo anterior ha permitido al cancer ser la tercera causa de muerte en cuanto
a poblacion general se refiere; sin embargo, el cancer del cuello uterino se ubica en
el segundo lugar con 4,560 decesos en la poblacion femenina al ano, con una
incidencia de 13,960 casos al afo Figura 2 (OMS, 2017). Este fendmeno se
encuentra estrechamente relacionado con la falta de prevencion y la insuficiencia

de métodos de diagndstico altamente efectivos.

Defunciones

Estomago

6% Pecho
Traquea, Pulmon 16%

A

Cervix
12%
Higado
8%
Otros
50%
m Pecho = Otros Higado wCervix = Traquea, Pulmon = Estomago

Figura 2. Defunciones por cancer en México. En esta figura se muestran los principales tipos de

carcinomas relacionados con defunciones en mujeres para México (Tomado de OMS, 2017).
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La infeccidn por VPH es localizada normalmente en membranas mucosas y se le
asocia con lesiones benignas tales como verrugas. No obstante, algunas cepas
virales son altamente riesgosas al existir pacientes incapaces de librarse de ellas
de manera natural, siendo esta situacion un factor que se relaciona con algunos

tipos de carcinomas presentes en la region ano-genital (Daud et al., 2011).

4.3 VPH

Los VPHSs son virus pequefios con un genoma de alrededor de 8000 pb de
DNA de doble cadena circular, que infectan tejidos epiteliales y esta asociado con
el 99.0% de los casos de cancer ceérvico uterino Figura 3. Algunos tipos de VPH
causan verrugas, mientras otros pueden aumentar el riesgo de cancer de cérvix (zur
Hausen, 1991). Esto permite poder clasificar las cepas del virus en alto y bajo riesgo,
siendo los VPH tipo 6 y 11 considerados genotipos de bajo riesgo que generan
verrugas mientras los VPH 16 y 18 se consideran los genotipos de alto riesgo pues
se les ha encontrado en la mayor parte de los casos de cancer cérvico uterino.
Durante su ciclo viral, el VPH se expresa de manera episomal pero, en ocasiones,
el genoma del virus se puede integrar al genoma del huésped, lo que provoca un
incremento en la expresidn de las oncoproteinas E6 y E7, aumentando el riesgo de
la transicion de genotipos celulares sanos a genotipos cancerigenos (E. M. Burd,
2003; Zur Hausen et al, 1983).
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Figura 3. Genoma del VPH. El genoma del VPH se organiza principalmente en dos tipos de genes:
Early (Tempranos) y Late (Tardios), los primeros mantienen una relacion con los procesos infectivos
del virus mientras los segundos se encargan de generar proteinas de la capsula viral. (Tomada de
Murti, 1998).

E6 y E7 son oncoproteinas de las que se sabe su funcién, E6 se une a la proteina
supresora de tumores p53 a través de la interaccion con la ligasa asociada a E6
(E6AP) causando la ubiquitinacion y degradacion de p53, Figura 4b. Esto significa
que la pérdida de p53 no permitiria generar un proceso de arresto del ciclo celular
y/o la subsecuente apoptosis cuando la célula asi lo requiera. Por otra parte, la
proteina viral E7 actua liberando al factor E2F de su proteina supresora pRb, lo que
permite la expresion de ciclina D1 y E iniciando procesos de ciclo celular, Figura 4a
(Miyashita et al., 2009, Sathish, Wang, & Yuan, 2014).
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Figura 4. Funcién de las oncoproteinas E6 y E7. A) Modelo de como la proteina pRB regula al factor
E2F el cual al estar unido a pRB permanece inactivo y no permite la proliferacion celular, sin
embargo, la oncoproteina E7 tiene como funcién secuestrar a pRB permitiendo la proliferaciéon
celular. B) El modelo muestra la degradacién de la proteina supresora de tumores p53 mediante la
accion del complejo E6. Se cree que la degradacion sucede mediante un secuestro y posterior

ubiquitinacion de p53 a su vez esto evita el arresto del ciclo celular (Tomado de K Miinger, 1992).

La historia natural del cancer cérvico uterino muestra a una enfermedad con
progreso continuo y gradual partiendo de la neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC1),
que avanza hacia grados mas severos de lesiones, tal como: NIC2, NIC3 v,
finalmente, a un carcinoma. NIC1, generalmente indica infeccién activa por VPH
mientras que NIC2 y NIC3, representan un posible proceso cancerigeno en
progreso. La mayoria de las displasias tienden a desaparecer como parte del
proceso viral, donde la progresion de una lesién de bajo a alto riego, aumenta
conforme no exista un tratamiento preventivo (Eileen M Burd, 2003). Algunos
aspectos del proceso tumorigénico desencadenado por VPH pueden estar ligados
a un tipo de regulacién genética que depende de RNAs no codificantes, en
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especifico. La regulacion mediante microRNAs, por ejemplo, muestra que se
encuentran desreguladas en diferentes procesos patoldgicos, incluido el cancer
(Calin A et al., 2004). Tal es el caso del miRNA supresor de tumores miRNA-34a, el
cual se ha observado que en procesos inducidos por VPH como los carcinomas de
cuello uterino su factor transcripcional p53 es suprimido por la oncoproteina viral E6
y esto a su vez genera una baja o nula expresion del miRNA Figura 5 (Wang et al.,
20009).

Normal cells Cancer cells

miR-34a

miR-34a I

| !

Cell growth inhibition Cell proliferation/Cancer

—

Figura 5. Mecanismo de accion de la oncoproteina E6. EI modelo muestra como el miR-34a forma
parte en el desarrollo del cancer. En células normales se expresan la proteina p53 que activa la
expresion del miR-34a el cual actia como un mecanismo de control de la proliferacion y crecimiento
celular a través de sus mRNA blancos. La expresién viral E6 causa la desestabilizacion de p53

celular y la reduccion de miR-34a (Tomada de Wang et al., 2009).

4.4 RNAs no codificantes

De cierta manera, todos los procesos de formacion de tumores pueden
deberse no solo a la activacion y/o desactivacion de ciertos tipos de genes
codificantes, si no también a los genes no codificantes. Estos pueden regular RNAs
mensajeros de diversas maneras e incluso regularse entre ellos mismos sin importar
a que clase pertenezcan (Jalali Saakshi, et al., 2013). Entre los de mayor interés se
encuentran los miRNAs y los IncRNAs, en ambos casos se tiene un papel activo en
diversas patologias (Prensner, J. R., & Chinnaiyan, A. M. 2011, Lugo Trampe,
2009). A continuacién, se describiran brevemente sus caracteristicas.
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4.5 MicroRNAs

Un microRNA es una secuencia de aproximadamente 22 nt de longitud en su
forma madura que se caracteriza por ser complementaria a la regién 3’ no traducible
(3'UTR) del mRNA o mRNAs blancos. Esto es reflejado en su capacidad de accion
ya que a los microRNAs se les involucra en diferentes tipos de procesos celulares,
como, por ejemplo: el desarrollo y funcién del sistema inmune, la diferenciacion
celular, el control de la proliferacion celular, el metabolismo, etc. (Baltimore et al.,
2008, Hildebrand et al., 2011, Lee et al., 1993, Trampe A, 2009).

En cuanto a su biogénesis, esta comienza en el nucleo, donde la RNA
polimerasa Il y/o RNA polimerasa Il se encargan de generar transcritos primarios
de microRNAs (pri-miRNAS) que seran procesados por las enzimas DROSHA y
DGCRS8 para generar un pre-miRNA de 60 a 100 nt, el cual tiene una estructura
secundaria de tipo tallo-asa. El pre-miRNA es exportado del nucleo el receptor de
membrana nuclear Exportina 5 dependiente de la proteina Ran-GTP. Una vez fuera
del nucleo, otro complejo proteico denominado Dicer produce los microRNAs
maduros de 21 a 25 nt (Bartel, 2004), que formaran parte esencial del complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC); su complementariedad de bases con el
MRNA blanco permite el silenciamiento de los RNA mensajeros generando la
represion de la expresion proteica. Cabe sefalar que si la hibridacion entre el
miRNA y su mRNA blanco es total inducira un corte sobre el MRNA mientras que si
la hibridacion es parcial generara represion traducciona (Libri et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, los microRNAs estan involucrados en
diversos procesos celulares y esto no excluye patologias como el cancer, donde los
genes no codificantes pueden sufrir alteraciones tales como amplificaciones,
delaciones y/o mutaciones ya que muchos microRNAs se ubican cerca de regiones
fragiles en el DNA (Calin and Croce, 2006), Esto genera que en el cancer exista la
disminucién o el aumento en los niveles de los microRNAs, por lo que se pueden
clasificar en oncomiRs y antioncomiRs, dependiendo incluso de su funcion, es decir,

del tipo de mRNA que tienen como blanco (He et al, 2019).
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4.6 Familia miR-34

Existen diversos microRNAs, pero para este trabajo la familia miR-34 es de
interés debido a que se conoce que su expresion depende de la respuesta de dano
hacia el DNA y son dependientes directos de la proteina p53, Figura 6 (Hermeking,
2007). Esta familia se encuentra conformada por 3 elementos: miR-34-a, b, c, que
al igual a p53, la expresidn se encuentra suprimida en diversos tipos de carcinomas
(He et al, 2007).

DNA damage Oncogene stress|  |Other stress
/. D\/ -> C—\
ATM ATR ARF)
*/
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@ Post-transcriptional <Noxa
gene silencing
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Cell proliferation Survival Apoptosis

Figura 6. Via de activacion de la familia miR-34 mediante p53.
miR-34 es un blanco transcripcional directo de p53, que regula los genes necesarios para la
proliferacion y la supervivencia. Junto con otros blancos p53, como p21 y BAX, los miRNAs de la
familia miR-34 detienen el crecimiento celular y promueven la muerte celular (Tomado de He et al,
2007).

4.7 IncRNAs
Por otra parte, los RNA no codificantes largos conforman una familia de RNAs
gue en los ultimos afios han llamado la atencién de la comunidad cientifica al estar

implicados en diversos procesos celulares. Hace algunos anos se decia que gran
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parte del material genético era basura (DNA junk), esto debido a que se desconocia
la funcion y no se le podia asignar una actividad, uso o aplicacién a gran parte del
DNA que contienen las células aparte del codificar proteinas (material genético
codificante). Sin embargo, gracias a los avances de la tecnologia en materia de
biologia molecular y genética, hoy en dia se sabe que mucho del DNA que se creia
basura en realidad se transcribe en forma de RNA teniendo algun tipo de funcién
reguladora de la expresion genética (Hauptman & Glavac, 2013).

Los IncRNAs pertenecen a un grupo de RNAs que no codifican para
proteinas, aunque pueden presentar marcos de lectura abierta no funcionales, se
sabe que su tamano es superior a los 200 nt, son transcritos por la RNA polimerasa
Il'y pueden presentar una cola poli-adenilada (PolA) y una caperuza (CAP) en sus
extremos 3"y 5, respectivamente; esto los asemeja mucho al mRNA, aunque son

mucho mas pequefios en tamafo (Quinn & Chang, 2016).

Aunque mucha de la informacion respecto a su funcién y/o biogénesis aun estan
bajo estudios, los INcCRNAs se pueden clasificar de diversas formas, una de las
mas usadas tiene que ver con respecto a su posible origen, Figura 7 (Kung, et al,
2013).

‘ . Asociados a
Asociados a potenciadores Intronicos

pseudogenes
e o & o Y # *
l l I | | | 1 1 Y L] |
- - - - - »
Divergentes Antisentido Asociados a promotores

Figura 7. Tipos de IncRNAs segun su posible origen. Los IncRNAs pueden ser unidades de
transcripcion independientes, o pueden transcribirse a partir de potenciadores (eRNA), promotores
(TSSa-RNAs) o intrones de otros genes, producto de pseudogenes o antisentidos de otros genes.
Los IncRNAs también pueden albergar uno o mas RNA pequefios dentro de sus unidades de

transcripcion (Tomado de Kung et al, 2013).
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Entre las diversas funciones asociadas a los IncRNAs se menciona su papel
en procesos como la impronta gendmica, inactivacion cromosomal, regulacion

epigenética y reguladores de microRNAs y mRNA, etc. (Quinn & Chang, 2016).

Estas capacidades reguladoras, son las que en los ultimos afios han llevado
a la comunidad cientifica a investigar a fondo el papel de los IncRNAs y es, gracias
a esto, que se les ha relacionado con procesos patolégicos como el cancer, tal como
lo son los casos de Wrap53, LOC285194 y SIRT1 AS (Farnebo, 2010, Liu, 2013,
Wang, 2016).

4.8 Wrap53

Wrap53 es un IncRNA que se sobrelapa con el gen de p53, se sabe ademas
que Wrap53 se expresa como tres isoformas, a, B y y, donde sélo la forma a
contiene el exdn numero 1 que puede regular a p53 (Mahmoudi et al, 2009). Esto
posiblemente se lleva a cabo mediante la interaccion con la region 5'UTR
protegiendo al mMRNA de la degradacion mediante un modelo en el cual el RNA
muestra complementariedad de secuencia perfecta en el primer exén de p53, lo que
sugiere alguna regulacion de tipo IncRNA anti-sentido y a nivel postranscripcional,
Figura 8 (Farnebo, 2010).
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Figura 8. Mecanismo de Wrap53 sobre el mMRNA de p53. Modelo para la regulacion mediada por
Wrap53 de p53. Wrap53 y p53 se coexpresan en las células y la interaccion entre estos dos
transcritos a través de sus regiones complementarias protegen el RNA mensajero de p53 de la
degradacion (Tomado de Farnebo, 2010).

Sin embargo, aunque se sugiere que este INncCRNA “protege” a la proteina p53, es
considerado como un IncRNA pro-cancerigeno debido a que se ha sobre-expresado
en algunas lineas celulares y carcinomas de colon Figura 9 (Zhu, 2018).
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Figura 9. Altos niveles de Wrap53 en tejido y lineas celulares.

El andlisis muestra una mayor expresion de Wrap53 en tejidos de cancer colorrectal que en tejidos
normales, ademas las lineas celulares de cancer colorrectal indican que Wrap53 estaba altamente

expresado en 4 lineas celulares (Tomado de Zhu, 2018).
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4.9 LOC285194

El IncRNA LOC285194 también conocido como LSAMP antisentido RNA 3 o
TUSCY7, posee alrededor de 2105 nt de longitud y se ubicada en el chr3q13.31. Este
IncRNA ha mostrado un posible efecto en pacientes con osteosarcoma,
favoreciendo el incremento de la proliferacion celular al encontrarse disminuido, por
lo que fue sugerido como posible inductor de p53 (Liu, 2013, Qi, 2013). A su vez, se
muestra su participacion en la regulacién negativa sobre el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Pasic, 2010) y asociacion con una pobre prognosis en
diversos tipos de cancer: adenocarcinoma pancreatico ductal, carcinoma escamoso
de esofago, osteosarcoma, carcinoma colon rectal; en donde se ha encontrado
disminuido, probablemente debido al IncRNA de tipo anti-oncogénico (Tong, 2014,
Qi, 2013).

4.10 SIRT1 AS

Sirt1 es una proteina desacetilasa de clase Il dependiente de NAD. Sirt1
regula la proliferacion de mioblastos y la diferenciacién, ademas de alojar a un AS
IncRNA transcrito de Sirt1, el cual se localiza en la region 3, 'region no traducida (3'
UTR) y que posiblemente interactua con el miRNA-34 atenuando su funcién; por lo
que actuaria como un posible onco-IncRNA. No obstante, miR-34 es un elemento
gue se encuentra en la cascada de sefializacion de p53 e inhibe la actividad de la
proteina SIRT1 (Keller,2011, Wang, 2016).
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5. Justificaciéon

Los RNAs no codificantes (ncRNA) juegan un papel importante en diversos
procesos celulares incluido el cancer, a través de la regulacion de oncogenes o
genes supresores de tumores. Los IncRNAs pueden regular mRNA y/o miRNAs de
manera positiva o negativa. Los IncRNAs podrian participar activamente en la
adquisicidon del fenotipo cancerigeno durante las infecciones de VPH en el cuello
uterino. Debido a que este agente viral esta presente en la mayor parte de los casos
de cancer cérvico-uterino y la expresion de las proteinas virales, asi como la
integracion del genoma viral al genoma huésped modifican la expresion de diversos
genes incluyendo los ncRNA. Se ha observado que la expresion de algunos
IncRNAs y miRNAs esta asociada a cancer cérvico-uterino por lo que un analisis en
lineas celulares de cancer cervico-uterino puede dar indicios de si la expresion
alterada de Wrap53, LOC28 y SIRT1 AS son la causa o la consecuencia del
desarrollo del cancer. LOC28 se sugiere que induce a p53 y Wrap53 estabiliza el
MRNA de p53 lo que llevaria a un incremento de la expresion de este factor
transcripcional que a su vez generaria la expresion de los miembros de la familia
miR-34. Sin descartar que la expresion de los INcCRNAs puede intervenir en procesos
relacionados con mMRNA, miRNAs, proteinas y otras biomoléculas que pueden
ocasionar algun efecto de caracter epigenético desregulando de manera importante
los procesos celulares. De ahi la importancia de identificar la presencia de algunos
de los posibles INcRNAs relacionados a cancer en lineas celulares, asi establecer
si existe una relacion de estos INcRNAs (Wrap53, LOC28 y SIRT1 AS) con la familia
miR-34.
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6.1 Hipétesis

Si los IncRNAs Wrap53, LOC28 y SIRT1 AS tienen un papel activo en

diversos procesos celulares, entonces es posible que su expresion sea diferencial

en lineas celulares inmortales y tumorigénicas de cancer cérvico-uterino mediante

su interaccidn con miembros de la familia miR-34.

7.

Objetivo general
Evaluar la expresion de los IncRNAs Wrap53, LOC285194 y SIRT1 AS en

lineas celulares inmortales y tumorigénicas VPH16, VPH18 y su relacion con el

sistema p53-miR-34.

7.1 Objetivos particulares

Disefio de los primers para los INcRNAs Wrap53, LOC285194 y SIRT1 AS.
Evaluar mediante RT-PCR la expresion de los INcRNAs en lineas celulares
inmortales (HaCaT), tumoriganicas VPH- (C-33) y VPH+ (SiHa, Caski, HeLa).
Evaluar mediante western blot la expresion de la proteina p53 en lineas
celulares inmortales (HaCaT), tumoriganicas VPH- (C-33) y VPH+ (SiHa,
Caski, Hela).

Evaluar los IncRNAs mediante alineamientos bioinformaticos para determinar
su posible interaccién con la familia miR-34.
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8. Materiales y Métodos

8.1 Cultivo celular

Las lineas celulares tumorigénicas y la linea celular inmortalizada se
crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA). El medio se enriquecié con 5% de suero fetal bovino
(FBS), denominado medio DMEM completo. Para llevar a cabo la propagacion
celular se realizé un lavado con PBS (2.7mM KCI, 1.8mM KH2PO4, 136mM NaCl,
10mM NaxHPO,4 pH 7.4) filtrado y se adiciond tripsina al 0.5% e incubando por 5
min, posteriormente se neutralizo con medio DMEM completo. Se realizaron

diluciones 1:10 para los pasajes donde crecieron las lineas celulares.

8.2 Diseino de primers

Se buscaron las secuencias de los IncRNAs en |la base de datos Gene Bank, una
vez obtenida la secuencia de cada uno de los IncRNAs y con la ayuda del software
en linea primer-BLAST, se buscaron las parejas de primers las cuales tienen
temperaturas de alineamiento muy cercanas entre si para maximizar su
rendimiento, lo cual se logré teniendo un contenido de GC entre 50% y 60%. Se

busco que los primers no formen horquillas (hairpins) ni ser complementarios.

8.3 Extraccion de RNA por el método de Trizol

Se levantaron y colocaron las diferentes células provenientes de cajas de
Petri en un tubo de 1.5 ml con 1 ml de Trizol y se incubaron a temperatura ambiente
por 5 minutos. Posteriormente, se agregd 0.2 ml de cloroformo y se agité por 15
segundos y se dejo en reposo por 5 minutos; una vez trascurrido el tiempo, se
centrifugaron a 17000 G por 15 minutos a 4°C; se recuper¢ la fase acuosa y se
colocé en un tubo nuevo de 1.5 ml. Se agregé 0.5 ml de isopropanol al 100% y se
dejé reposar durante 10 minutos para posteriormente centrifugar a 12000 G por 10
minutos a 4°C. Se decanto el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 70%, se
centrifugé a 7500 G durante 5 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y se

resuspendio el RNA en agua libre de RNAsas.
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8.4 RT-PCR

Se realizé la técnica reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (RT-PCR) mediante SuprScript Il Reverse. Se prepararon los mix para la
RT en un tubo de 0.2 ml que contuvo 200 nM de primer reverse, 200 nM de NTPS,
1x de buffer de RT-PCR, 1 U de RNAsin, 200 U de SuprScript Ill Reverse por
muestra. Los mix se prepararon en campana de flujo laminar, los reactivos se
mantuvieron en hielo para evitar amplicones inespecificos. Las condiciones de
amplificacion fueron 42°C por 60 minutos, seguido de 85°C por 10 minutos y un

estadio de 4°C por tiempo indefinido para la conservacion de las muestras.

Posteriormente se realizé la PCR, usando un primer reverse a 200 nM, 200 nM de
primer forward, 4 mM de cloruro de magnesio, 200 nM de dNTPs y 1 U de Taq
polimerasa. Los tubos se colocaron en el termociclador por un periodo de 3 minutos
a 94°C, seguido de 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C y 45
segundos a 72°C. Al final de los ciclos se mantuvieron las muestras a 4°C para su
estabilidad. Una vez terminado el proceso se migraron las muestras por un gel de

agarosa al 1% para verificar el tamafo de los productos.

8.5 Extraccion de proteinas de lineas celulares
La técnica consistié en obtener la proteina mediante lisis celular, macerando
y utilizando una solucion buffer (Buffer de lisis RIPA (tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150
mM, Nonidet P-40 1%, acido deoxicolico (DOC) 10 mM, dodecilsulfato sédico (SDS)
0.1%, 0.5 mM de 4-(2-aminoetil) clorhidrato de fluoruro de bencenosulfonilo
(AEBSF)).
Obtenidas las extracciones proteinicas, se tomaron alicuotas equivalentes a 40 ug de
proteina total, se agregé Leamli (Leamli 5X (250 mM tris-HCI pH 6.8, 10% SDS,
50% glicerol, 10% beta-mercapto-etanol, 0.25% azul de bromofenol) y se hirvieron
por 5 minutos para posteriormente cargarse en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%.

8.6 Western blot

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS—-PAGE) por 90
minutos a 80 V en buffer de corrida 1x (25 mM tris-base, 192 mM glicina, 1% SDS),
posteriormente se transfirid a una membrana de nitrocelulosa (BioRad supported
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nitrocellulose membrane 0.45 micrometros) por 180 minutos a 200 mA constantes
utilizando buffer de transferencia 1x (25 mM tris-base, 192 mM glicina y 20% de
metanol). Después se bloqued por 2 horas con solucién (PBS-tween 1x, leche 5%).
Al término del bloqueo se incubd la membrana con anticuerpo primario por 12 horas.

El anticuerpo se prepar6 en solucion de anticuerpos (PBS-tween 20 (Bio-Rad) al 1%,
0.25% de albumina sérica bovina (BSA)) 1:1000 para p53. En seguida se procedio
a realizar 3 lavados con 10 ml PBS 1X-Tween 20 al 1% durante 10 minutos a 65
rom. Después se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-mouse
1:15000 para p53 y actina. Se incubd durante una hora a temperatura ambiente,
posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS 1X Tween 20 al 1%,
realizandose el analisis de la quimioluminiscencia mediante el kit ECL (Santa Cruz
Biotechnology) en el foto-documentador (BioRad).

8.9 Analisis bioinformatico

Este analisis consistio en el ordenamiento de secuencias de microRNAs
versus un blanco permitié visualizar los resultados generados por plataformas de
nueva generacion y escaneo predictivo, de tal manera que exista la prediccion y
generacion de diagramas con los sitios de interaccion; asi como tablas con datos
utiles al usuario, la relacién se genera a partir de las posibles interacciones entre las

secuencias a analizar.
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9. Resultados

9.1 Diseio de Primers

El disefio de primers se realizd en el sistema primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) con la finalidad de comprobar la
especificidad con la obtencion del peso molecular estimado del producto. Se alined
cada uno de los primers con la secuencia a amplificar, obteniendo los siguientes

resultados:

9.2 Wrap53
FORWARD: GACCAATAGTGCTGATAACATCTTGCGAA

REVERSE: GAGCCATCATCCCAGGCATACAGAC

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity  Self 3 complementarity
Forward primer GACCAATAGTGCTGATAACATCTTGCGAA Plus 29 855 883 6384 4138 400 200
Reverse primer GAGCCATCATCCCAGGCATACAGAC Minus 25 1373 1349 65.00 56.00 5.00 1.00

Product length 519

Products on intended target
>NM_018081 2 Homo sapiens WD repeat containing antisense to TP53 (WRAP53), transcript variant 1. mRNA

Figura 10. Disefo de primers para WRAP53.

9.3 SIRT1 AS
FORWARD: AATCCAGTCATTAAACGGTCTACAA
REVERSE: TAGGACCATTACTGCCAGAGGA

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self pl ity Self 3' complk ity
Forward primer ~ AATCCAGTCATTAAACGGTCTACAA Plus 25 1 25 5853 3600 500 1.00
Reverse primer  TAGGACCATTACTGCCAGAGGA Minus 22 266 245 60.02 50.00 5.00 0.00

Product length 266

Figura 11. Disefo de primers para SIRT1 AS.

9.4 LOC285194
LOC285194 Forward: TGTGCCTGTTTGACCTCTGA
LOC-285194 Reverse: AGGAAGGATAAAAGACCGACCA
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Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3")
Forward primer TGTGCCTGTTTGACCTCTGA
Reverse primer  AGGAAGGATAAAAGACCGACCA
Product length 85

Plus
Minus

Template strand

Length Start Stop Tm

20 1301 1320 59.16 50.00 3.00
22 1385 1364 58.82 4545 2.00

Figura 12. Disefo de primers para LOC285194.

GC% Self pl ity Self 3°
3.00

0.00

pl ity

9.5 Analisis por bioinformatica (prediccion de interaccion IncRNA-microRNAs)

Este analisis se realiz6 mediante la plataforma http://sfold.wadsworth.org,

ordenando las secuencias de microRNAs versus los IncRNAs visualizando las

interacciones entre ellos.

9.5.1 Wrap53

Tabla 1. Interacciones de Wrap53 con la familia miR-34 a nivel de la regiéon semilla del miRNA con

la secuencia de Wrap53.

miRNA S'“;':"“ L ogitProbt
hs=miR-343 3p |276- 283 0561
hs= miR-34a 5p [892- 213 o523
hs=miR-345-5p |325- 219 a.514
hs=miR-343 3o [322-334 0.4cq
hsz miR-34c- 5o [892- 219 0.484
hs=miR-345-3p [922- %64 S |
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Figura 13. Relacion IncRNA Wrap53 vs familia miR-34 (regiéon semilla). Se muestra las posibles
interacciones entre la region semilla del miRNA con la region tedrica blanco que tendria en el IncRNA.

Tabla 2. Interacciones de Wrap53 con la familia miR-34 a nivel de la region no semilla del miRNA

con la secuencia de Wrap53.

miRNA Site_Position LogitProb
hsa-miR-34c-3p |407-417 0.842
hsa-miR-34a-5p |823-841 0.825
hsa-miR-34a-5p |257-277 0.817
hsa-miR-34b-3p | 540-559 0.805

33



A) £6= 216 kealimol C)

LﬁA
AC AG= -23.8 kcal/mol
3G hsa-miR-34c-3p UC 3' hsa-miR-34a-5p 5
°A GUUGG coar”Ucuc” coc!
CCG GCACAC U
2ae hadanas 5688 ('5(':07\ GCA(': cscI
— GTGCAUGUGUGTA a T U TG —
4
407 \m 017580417 823 NM_017589 84
. AG= -20.8 kcal/mol
hsa-miR-34a-5p
C 5' AG= -23.6 keal/mol
N ye v Y 3 hsa-miR-34b-3p >
yeuye™ “ucueace Urccoue® coue A auchod
5 ghCAGE,  ARGAC 0GC, Seoss oous 9YS SV
5 - \SGCAG, GGAG. UGG GA, ___ .,
257 AU 277 Ag GA |
540 559
NM_017589 NM_017589
B) D)

Figura 14. Relacion IncRNA Wrap53 vs familia miR-34 (region sin semilla). Se muestra las posibles
interacciones entre la region sin semilla del miRNA con la region tedrica blanco que tendria en el
IncRNA.

9.5.2 LOC285194

Tabla 3. Interacciones de LOC289451 con la familia miR-34 a nivel de la region semilla del miRNA
con la secuencia de LOC285194.

miRMA
on abt
e e EEE
s=miz-34c-5p Jiere- 17| 0819
semin-242 5o 1676 17| a7
s=miR-34- 3p |583- 657 0.578

= min-340-3p |581-697 0549
hs=min-34c-3p | 532604 1531
s miR-35-3p |555- 604 045
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Figura 15. Relacion IncRNA LOC285194 vs familia miR-34(regién semilla). Se muestra las posibles
interacciones entre la region semilla del miRNA con la region tedrica blanco que tendria en el IncRNA.

Tabla 4. Interacciones de LOC285194 con la familia miR-34 a nivel de la region brazo (no semilla)
del miRNA con la secuencia de LOC285194.

miRNA Site_Position | LogitProbt
hsa-miR-34a-5p |1711-1734 0.868
hsa-miR-34a-5p | 1636-1649 0.866
hsa-miR-34c-5p |2082-2093 0.852
hsa-miR-34a-3p |365-383 0.844
hsa-miR-34b-5p | 1537-1561 0.841
hsa-miR-34b-5p |1130-1147 0.834
hsa-miR-34b-5p | 1537-1558 0.833
hsa-miR-34a-3p | 1540-1562 0.833
hsa-miR-34c-5p |363-384 0.822
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Figura 16. Relacion IncRNA LOC285194 vs familia miR-34 (regién sin semilla). Se muestra las
posibles interacciones entre la no regién semilla del miRNA con la region tedrica blanco que tendria
en el IncRNA.

9.5.3 SIRT1-AS

STarMirDB Prediction model training data (species): V-CLIP (Human)

Interactive Site Viewer Display the top 100 sites ¥

J 3" UTR-seed || 3" UTR-seedless ” CDS-seed || CDS-seedless ” 5' UTR-seed H 5' UTR-seedless |

None of the Targets entered are in the database.

Features and predictions for 3' UTR-seed sites No sites for this case
Features and predictions for 3' UTR-seedless sites No sites for this case
Features and predictions for CDS-seed sites No sites for this case
Features and predictions for CDS-seedless sites No sites for this case
Features and predictions for 5' UTR-seed sites No sites for this case
Features and predictions for 5' UTR-seedless sites No sites for this case

Figura 17. Analisis de la familia miR-34 y el IncRNA SIRT1-AS. Se muestra que no se encontrd
ninguna relacion entre este INcRNA y la familia miR-34 en ningun nivel.

9.6 Extraccion de RNA

Primero se realizé la extraccion de RNA total en las todas las lineas celulares
mediante el protocolo de TRIZOL, posteriormente el RNA se resuspendi6 en agua
libre de nucleasas, se cuantificé y almacen6é a -20°C, una vez logradas las

extracciones se procedi6 a realizar las RT-PCR Figura 18.
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Figura 18. Extraccion de RNA total mediante TRIZOL. Se muestra la calidad del RNA total extraido

de algunas de las lineas celulares.

9.7 RT-PCR

Las RT-PCR se realizaron inicialmente en la linea celular SiHa con el fin de
estandarizar el protocolo de amplificacion para los 3 RNA largos no codificantes de
interés, Figura 19, como parte de estos experimentos se encontré que solo Wrap53
amplificd, correspondiendo en su peso molecular y mostrando su amplicon en el
corrimiento de agarosa. Por otra parte, los INcRNA LOC285194 y SIRT1AS no
lograron ser estandarizados correctamente, aun cuando uno de ellos es
considerado un onco-IncRNA y tedricamente podria encontrarse en lineas celulares
cancerigenas. Algunas de las explicaciones pueden ser el tipo de linaje celular ya
gue se sabe que este tipo de moléculas aparecen solo en ciertas etapas o tipos de
la célula, asi como el numero de copias que puedan estar presentes en las células
ya que se sabe que la expresion de los INcRNAs en ocasiones es muy reducida
llegando incluso a una sola copia por célula, comprometiendo la integridad del
mismo en una extraccion total de RNA.
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Celulas SiHa

SiHa HaCat Hela CasKi Calo

Figura 19. RT-PCR en lineas celulares. A) En la imagen se muestra el primer experimento para
determinar la presencia o ausencia de los diferentes RNAs largos no codificantes en la linea celular
SiHa, B) RT-PCR en la linea celular SiHa, en esta imagen se observa la evaluacion de Sirt1 AS antes
y después del tratamiento con DNAasa. C) RT-PCR de las lineas celulares SiHa, HaCat, HeLa, CasKi

y Calo. Se observa una posible contaminacion de DNA en el corrimiento de las muestras

La amplificacion de Wrap53 se realizé en las lineas celulares SiHa, HaCat, Hela,
CasKi, CaLo y C33A, como se observa en la Figura 20. Para contrastar los

38



resultados, se utilizo el gen constitutivo actina el cual muestra amplicones similares.
Los resultados mostraron que el IncRNA Wrap53 se encontré presente en 5 de las
6 lineas celulares evaluadas, siendo de interés que la linea celular CasKi, la cual es
VPH + con integracion de genomas virales 16/18, fue la unica en la cual la presencia
de Wrap53 no se detecto Figura 21.

Wrap53

HaCat SiHa C33A Hela Calo

Actina

HaCat SiHa C33A Hela Calo '

SRERS

Figura 20. Evaluacién de Wrap53 en lineas celulares mediante RT-PCR. En la figura se observa la
comparacion de las lineas celulares VPH+, VPH — y Hacat (Inmortalizada), observandose una
diferencia con respecto a todas las lineas celulares y CasKi la cual posee la caracteristica de tener
dentro de su genoma copias del genoma viral VPH 16/18.

Extraccién de proteinas y Western blot

Una vez obtenidas las lineas celulares SiHa, HeLa y CalLo se procedié con los
protocolos de RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) para extraer las proteinas
totales y el método de Bradford para la cuantificacion de las muestras.
Adicionalmente se normalizé la cantidad de proteina a utilizar basandose en la
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expresion de la proteina constitutiva actina, evaluandose un total de 40 microgramos
de proteina total homogénea. Se determind la presencia de las proteinas p53 y
actina mediante la técnica de inmunodeteccion, cuantificandose cada una de las
bandas y comparando el nivel de expresion de p53 en cada una de las lineas
celulares. La incubacién de los anticuerpos se realizd por separado en cada una de

las membranas utilizando una solucion de “striping” Figura 21.

SiHa HelLa CalLo

p53 53 kDa ” ',,“_-,. - .q:

Actina 47 kDa WSSun s  S—

Figura 21. Western Blot p53/Actina. Se analizaron 40 microgramos de proteina total en geles de
poliacrilamida al 10% y se realizé la inmunodeteccién en fase sélida de p53 y actina como proteina
constitutiva en lineas celulares (SiHa, HeLa y CalLo).
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Discusion

Durante los ultimos anos se ha descubierto que los INcRNAs son moléculas que
presentan multiples origenes y variadas funciones, participando en diversos
procesos celulares como migracion, diferenciacion celular, ciclo celular, etc. Lo que
hace de este tipo de RNAs un objeto de estudio con gran potencial para diversos
grupos de investigacion (Huarte, 2015). En el presente trabajo se evalud al IncRNA
Wrap53 que por su relacion con el sistema p53:miR-34 podria ser un potencial
marcador molecular para cancer debido a que este IncRNA potencialmente puede
interactuar con la proteina p53. Se sabe que en lineas celulares provenientes de
carcinoma de cérvix tanto VPH positivas como negativas es posible detectar a la
proteina p53 (Scheffner, 1991). Sin embargo, el sistema p53-miR34 se encuentra
desregulado o inactivo. Bajo la propuesta de Mahmoudi y colaboradores en 2010,
en el que se menciona que Wrap53 es un IncRNA con complementariedad de
secuencia perfecta en el primer exon de p53 y que este podria interactuar con el
sitio 5’'UTR del RNA mensajero de p53 para protegerlo de la degradacion. Sin
embargo, también se ha detectado que Wrap53 se encuentra sobre-expresado en
carcinomas de células escamosas de esofago (Rao, 2014) y en carcinoma rectal
(Zhang, 2014) por lo que su papel en los procesos de carcinogénesis tal vez
dependa del tipo celular en que se lleve a cabo el proceso cancerigeno (Zhu, 2018).
En el presente trabajo se detecto la presencia de Wrap53 en 5 de 6 lineas celulares
evaluadas: SiHa, HelLa, HaCaT, C33A, CaLo y CAski, ésta ultima sin la obtencion
de ningun tipo de sefial. La ausencia de Wrap53 en CasKi, puede deberse a la
presencia del doble genoma viral (VPH 16 y 18), lo que interferiria con mayor
agresividad el sistema p53 (Lehoux M, 2009). Las demas lineas celulares solo
poseen un solo tipo de genoma viral integrado, a excepcidon de HaCaT, la cual es

inmortalizada no tumorigénica.

Por otra parte, se sabe que los miRNAs son parte de un complejo de silenciamiento
inducido por RNAs (RISC) el cual tiene como funcion regular gran parte de la
expresion genética que se lleva a cabo en diversos procesos celulares (Bartel,
2004), tal es el caso de la familia miR-34, catalogado como anti-oncomiRs y cuya
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expresion es activada transcripcionalmente por la proteina p53 (Choi, 2011). Los
analisis bioinformaticos realizados entre Wrap53 y la familia miR-34 arrojaron que
la region semilla de los miembros hsa-miR-34a-3p, hsa-miR-34a-5p y hsa-miR-34b-
5p son fuertes candidatos a regular a Wrap53 debido a las predicciones
bioinformaticas, aportando mayor evidencia sobre la interaccion entre el sistema
p53-miR34 y el IncRNA Wrap53, ya que las interacciones de la region semilla de los
microRNAs, generalmente conducen a la degradacion del RNA mediante el
complejo RISC.
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Conclusion

Los IncRNAs, Sirt1-AS y LOC285194 no se detectaron en las lineas celulares
HaCaT, SiHa, HelLa, CalLo, C33A y CasKi.

El IncRNA Wrap53 se detecto en cinco lineas celulares (HaCaT, SiHa, HelLa, Calo,
C33A) mientras que CasKi su expresion fue nula. Cabe resaltar que la expresion de
Wrap53 no es concluyente por lo que se necesitan realizar y aplicar nuevas técnicas

como la inmunoprecipitacion de RNA.

Los analisis bioinformaticos muestran una posible interaccién entre Wrap53 y la
region semilla de los miembros de la familia miR-34 lo que sugeriria una posible
regulacion por parte de esta familia de microRNAs.

Perspectivas

Para elucidar completamente el papel de Wrap53 en el carcinoma de cérvix es de
importancia continuar con estudios de precipitacion de RNA para Wrap53 lo que
permitiria concentrarlo y facilitar su analisis, asi como la realizacion de una
construccion molecular que nos permita saber si Wrap53 tiene una interaccion real
con los miembros de la familia miR-34, sumado a esto es recomendable realizar
una prueba de vida media de RNA para evaluar el tiempo de vida de Wrap53 en la
célula, asi como evaluar a la proteina p53 en lineas transfectadas con Wrap53.
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Anexos

Anexo A)

Anteriormente a la realizacion de este trabajo de tesis experimental, se tratd de
llevar acabo la generacion de esponjas moleculares para la captura de miRNAs los
cuales tuvieran como blanco la region 3'UTR de la proteina gama tubulina el disefio
experimental se ilustran en las Figuras 24 y 25, dicho trabajé no pudo llevarse a
término y tuvo que ser sustituido como trabajo experimental para la tesis, sin
embargo, a continuacion, se mostraran algunos de los experimentos realizados

hasta la fecha de cambio de objetivos.

Mock Gama
tubulina
pluc
Proteina
Experimental constituti
es va

Cultivo Extraccién Clonacién . Extraccion Transfeccion Western
RT-PCR Secuenciar Transfectar . .
celular RNA pluc plasmido del plasmido blot

Purificacion

Figura 22. Disefio Experimental. Se observa el disefio experimental inicial del proyecto de tesis

experimental.
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Figura 23. Disefo experimental de una esponja molecular.

En un principio se trabajo con la cepa bacteriana DH5a (E. Coli) (Figura 26) con la
finalidad de poder replicar en ella un plasmido que contuviera las regiones 3'UTR
de la proteina gama tubulina para llevar acabo esto las bacterias se volvieron
competentes y se transformaron con el plasmido desnudo (sin regiones 3UTR) esto
se realizo con el objetivo de evaluar la competencia de las bacterias asi como la
funcionalidad del plasmido (Figura 27) en este punto se observo que el antibidtico
no funcionaba optimamente y se procedid a preparar nuevo, una vez hecho esto se
determind el correcto funcionamiento de las bacterias y el plasmido por lo que se
procedié a realizar varias transformaciones con el fin de obtener y producir una
mayor cantidad de plasmido desnudo para someterlo a un corte enzimatico y
observar que se trataba del plasmido de interés asi como el funcionamiento de las

enzimas de restriccion que se usarian en la insercion de las regiones 3 UTR.
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Figura 24. E. Coli. Se observa la cepa bacteriana que se utilizé.

Figura 25. Cajas de E. Coli. Las cajas Petri se sembraron con bacterias transformadas y sin
trasformar en medio LB AGAR con diferentes concentraciones de antibiético (ampicilina 100, 200,

400 y 800 mg) con el objetivo de observar su viabilidad y el correcto funcionamiento del plasmido.

Sin embargo, aunque las bacterias se transformaban correctamente y presentaban
resistencia al antibidtico, al realizar la extraccion del plasmido mediante una lisis
alcalina y someter el plasmido a corte por enzimas de restriccion, no se logré que el
patrén de corte correspondiera al esperado Figura 28, tratando de corregir esto se
realizé la transformacion de las bacterias con un segundo plasmido donado por la
unidad de investigacién del instituto mexicano del seguro social (IMSS), obteniendo
resultados desfavorables, posiblemente debido a que el nuevo plasmido no
funcionaba ya que no confirid resistencia a las bacterias contra el antibidtico

ampicilina Figura 29.
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Figura 26. Restriccion enzimatica. En la imagen se observan algunos de los multiples esfuerzos

realizados para la obtencion del correcto patrén de corte en el plasmido de interés.
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Figura 27. Ensayo de resistencia a antibidtico. En la imagen se observa cultivos bacterianos

transformados con un segundo plasmido el cual no confirié de resistencia a las bacterias.

En todas las pruebas y experimentos realizados los controles positivos y negativos
resultaron ser funcionales, por lo que el problema no se pudo resolver y se opt6 por
cambiar el proyecto experimental debido al tiempo consumido y por la falta de
recurso para adquirir nuevas cepas de bacterias, asi como un nuevo plasmido y
enzimas de restriccidn, esta decision estuvo respaldada en los numerosos intentos

por llevarla a cabo a pesar de haber probado la metodologia al pie de la letra.

Al realizar el cambio en el proyecto de tesis experimenta se propuso trabajar con
RNAs largos no codificantes por lo que se seleccion6 a LOC285194, SIRT1 AS y
WRAP53 para su analisis en tejido fresco de cuello uterino que presentara lesiones
de tipo NIC1, 2, 3 y CaCu, sin embargo, a pesar de iniciar las extracciones RNA de
las muestras de tejido Figura 30 no se logro llegar contar con el numero de muestra

minima estadistica, por lo que el trabajo se continuo con lineas celulares.
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Figura 28. Extracciones de RNA de tejido de cuello uterino.

Anexo B)

Busqueda de IncRNAs oncogénicos como candidatos a evaluar en lineas celulares
de carcinoma de cuello uterino.

1.- Homo sapiens Pvt1 oncogene (PVT1), long non-coding RNA

Este gen representa un RNA no codificante que se ha identificado como un
oncogén. El aumento en el numero de copias y la sobreexpresion de este gen esta
asociado con muchos tipos de cancer, incluidos los de mama, ovario, leucemia
mieloide aguda y el linfoma de Hodgkin (Tseng, 2014).

Primers:

PVT1
Seguence (5'->3')
Forward primer CTCCGGGCAGAGCGCGTGTG
Reverse primer TTTTTTTTTTTTTTTTTTAGTAGAAAAAGA
Product length 1957

MicroRNAs asociados:

Accession ID Query start |Query end |Subject start | Subject end |Strand |Score |Evalue
MIMAT0022285 |hsa-miR-5585-5p (877 898 1 22 - 83 1.8
MIMAT0026622 |hsa-miR-619-5p |887 908 1 22 + 83 1.8
MIMATO0026622 |hsa-miR-619-5p [1022 1043 1 22 + 83 1.8
MIMAT0015023 |hsa-miR-3150a-3p |1360 1381 1 22 - 74 9.8
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2.- Homo sapiens tumor suppressor candidate 7 (TUSC7), long non-coding RNA

Este RNA no codificante se ha identificado como un oncogén. Presentandoun
elevado numero de copias que son asociadas con procesos cancerigenos de colon
y hueso (Qi, 2013).

Primers:

Primer pair 1

Sequence (5'>3')

AAD

Forward primer GGGGTACCAAAGTCCACTCTG
Reverse primer TTTTTCGTGAGTACACAATAGTCAT
Product length 2105

MicroRNAs asociados:

Accession ID Query Query Subject Subject Strand Score Evalue
start end start end

MIMAT0026624 | hsa- 122 142 1 21 + 69 9
miR-
651-3p
MIMAT0027103 | hsa- 675 694 2 21 - 73 4.6
miR-
5699-5p
MIMAT0019232 | hsa- 538 558 1 21 - 69 9.9
miR-
4423-5p

3.- Homo sapiens colon cancer associated transcript 1 (CCAT1), long non-coding RNA

Este gen produce un RNA largo no codificante que promueve la formacion de
tumores y esta sobre expresado en cancer de colon y otros tipos de cancer. Se sabe
que su transcripcion puede regular las interacciones cromosémicas a nivel de la
oncoproteina Myc. Este RNA también puede funcionar como una esponja molecular

para microRNAs.

Primers:
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Primer pair 1

Sequence (5°»3)
Forward primer  TTTAAATCATACCAATTGAACCGAGCCTT
Reverse primer  CCAAGACTTAATATACTTATATTTATATTA

Product length 2795

MicroRNAs:

Accession ID Query Query Subject Subject Strand Score Evalue
start end start end

MIMAT0027581 hsa-miR- | 366 386 1 21 + 78 1.6
6839-3p

MIMATO0027580 | hsa-miR- | 367 386 3 22 - 73 4.2
6839-5p

MIMATO0004924 | hsa-miR- | 225 242 1 18 - 72 5.1
876-5p

MIMAT0027572 | hsa-miR- | 596 618 1 23 - 70 7.4
6780b-5p

MIMATO0030426 | hsa-miR- | 248 268 2 22 + 78 1.6
7851-3p

MIMAT0018951 hsa-miR- | 546 565 1 20 - 73 4.2
4435

MIMAT0022473 | hsa-miR- | 292 309 2 19 + 72 5.1
5684

MIMAT0027405 | hsa-miR- | 218 235 3 20 - 72 5.1
6752-3p

MIMATO0019765 | hsa-miR- | 522 542 1 21 - 69 9
4680-3p

MIMAT0027571 hsa-miR- | 463 483 3 23 - 69 9
6835-3p

MIMATO0030415 | hsa-miR- | 250 270 1 21 + 69 9
1273h-5p

MIMATO0030416 | hsa-miR- | 249 269 1 21 - 69 9
1273h-3p

MIMATO0004550 | hsa-miR- | 1117 1138 1 22 + 74 6.6
30c-2-3p

MIMATO0043997 | hsa-miR- | 350 367 1 18 - 72 9.7
11181-3p

4.- Homo sapiens ANRIL ncRNA for antisense noncoding RNA in the INK4 locus
transcript



ANRIL es un RNA no codificante largo que consta de 19 exones que se asocian con
multiples enfermedades, como la enfermedad de las arterias coronarias, diabetes y diversos
tipos de cancer, su actividad esta relacionada con la represion transcripcional (Zhang,
2014).

Primers:

Primer pair 1

Sequence (5'->3)
Forward primer AGCTACATCCGTCACCTGACACGG
Reverse primer TTTTTTTTTTTTTTTTGAAACAAGGTTAT
Product length 2177

MicroRNAs:
Accession ID Query Query Subject Subject Strand Score Evalue
start end start end
MIMAT002662 hsa-miR- | 1021 1042 1 22 + 83 1.1
2 619-5p
MIMAT001986 hsa-miR- | 237 254 5 22 - 72 8.7
8 4739
MIMAT004199 hsa-miR- | 436 453 7 24 - 72 8.7
2 10523-5p

5.- Homo sapiens promoter of CDKN1A antisense DNA damage activated RNA
(PANDAR), long non-coding RNA

Este gen produce un RNA no codificante que regula la respuesta al dafio del ADN.
Este gen es inducido por la proteina p53 y modula la actividad de un factor de
transcripcion que induce genes pro-apoptoticos. La desregulacion de este gen esta

asociada con la progresion del cancer (Han, 2015).

Primers:

Primer pair 1

Sequence (5°.>3)
Forward primer ACGAATTCTTTCAGGAATGCCG
Reverse primer GCAGTGGCTCACGCCTGTAATC
Product length 1506
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MicroRNAs:

Accession ID Query start | Query end | Subject start | Subject end | Strand | Score | Evalue
MIMAT0026622 | hsa-miR-619-5p 1480 1501 1 22 + 92 0.24
MIMAT0027446 | hsa-miR-6773-5p 814 835 1 22 + 74 75
MIMAT0027625 | hsa-miR-6862-5p 1192 1213 1 22 - 74 75
MIMAT0018108 | hsa-miR-3681-5p 288 307 1 20 - 73 9.1

6.- Homo sapiens long non coding transcriptional activator of miR34a
(LNCTAM34A), long non-coding RNA.
(Serviss, 2018)
Primers:
Primer pair 1
Sequence (5'->3)
Forward primer ACCAGGCCCCGGGGCCGCGA
Reverse primer TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAACAAGAATTCT
Product length 1003
MicroRNAs:

Accession ID Query start | Query end | Subject start | Subject end | Strand | Score | Evalue
MIMAT0018090 % 684 702 4 22 - 77 | 28
MIMAT0027379 % 791 806 4 19 + 71 8.9
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Anexos c)

Tablas de alineamientos:

Interacciones Mir34 + Wrap53

Wrap53 + SEED

. ) . Upstream_| Dwstream

mRNA Site_Positi LogitProbt| Score See<iLPosit See%Typel BGhyind | BGpug? | Mg Sute_goces Seeds*Aoce Acoese | _Acosee
x x (30n)* | (3onty*

hsa-miR-34a-3p [276-289 0.561 0.048|284-289  |offsat-6rrer -17] -0.065 2423 0.272 0.152 0.665 0.47¢
hsa-miR-34a-5p (899-918 0.523 0.09/912-918  |7mer-mB -289 -0.668, -8.969 0.338 0.333 0.346 0.367
hsa-miR-34b-5p |898-919 0.516) 0.086/913-919  [7mer-nB -25 -0.658, -4.518 0.329 0.365 0.344{ 0.382
hsa-miR-34a-3p (322-334 0.498 0.048/328-333  |6mer -16.1 -0.067 7.657 0.111 0.044 0.48 0.33¢
hsa-miR-34c-5p [899-919 0.484 0.071912-918  |7rrer-mB -23 -0.861 -3.024 0.342 0.333 0.346 0.38Z
hsa-miR-34b-3p (929-964 0.385 0.034/959-964 | 6imer -22.2 -1.494) 1.85| 0.362 0.395 0.36) 0.58¢
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AG= -17.0 kcal/mol

hsa-miR-34a-3p AG=-28.9
U hsa-miR-34a-5p
3 A G '
U U A 5 CG !
C . A A aC 3 U A U
CGuC CGACUA UG UGG UUCUGUGACGG
-4 00600 | eee eee |0scccee
. ___GCAG GCUGAU.. ___ @ C ACC AAGGCACUGC
5 U A A G-——-3 G
AA UG
276 289 918
NM_017589 NM_017589
¥ AG= -25.0 kcal/mol AG 16.11
= =25.0 kcal/mo! = -16.
GUU hsa-miR-34b-5p 5 hsa-miR-34a-3p
A .
A .
Suce vy CUGUGACGGA” 3 A
|ee e e |ecccccee UC J A AC .
§ === ATGCA GGA GGCACUGCC -3 CCG UGA GACUAAC
C U XK eee oecvcee
898 CU 919 , GC ACU CUGAUU
5 ---U c-
NM_017589 322 NM_017589 334
) AG= =222
hsa-miR-34b-3p
AG= -23.0 kcal/mol o
-miR~- - 3 A C A A
hsa-miR-34c-5p UACCGUC  CUuC UCACUAZ
uu eesccee X |eeeeed
A G \ AUGGCAG GAG GGUGAU
3 U G A 5 §--—-C A S
CGU AGUC UGUGACGGA 929 G C ¢
eee oo |eeessscee A U
, CA_UUGG GCACUGCC , A U
5---G CcC A G U---3 A C
919 U
NM_017589 NM_017589
Wrap53 + SEEDLES
. . o . P « N 4« | Upstream_Access | Dwstream_Access | Upstream_.
miRNA Site_Position | LogitProb | Score |3’'_bp* | AGuybria | AGnua® | AGeorar™ | Site_Access (100D (5nt)* 20nt)*
hsa-miR-34c¢-3p 407-417 0.842 0.027 1 -21.6 -1.095 -7.7 0.246 0.344 0.401 0.65
hsa-miR-34a-5p 823-841 0.825 0.09 1 -23.8 -0.482 | -10.242 0.322 0.541 0.642 0.6
hsa-miR-34a-5p 257-277 0.817 0.09 0 -20.8 -4.73 -13.003 0.515 0.878 0.302 0.8
hsa-miR-34b-3p 540-559 0.805 0.034 0 -23.6 -0.886 | -8.314 0.323 0.727 0.509 0.75
hsa-miR-34b-5p 226-251 0.794 0.086 0 -15.5 -3.813 -9.818 0.631 0.355 0.691 0.7
hsa-miR-34c¢-3p 407-422 0.793 0.027 1 -23.2 -1.095 | -8.994 0.376 0.344 0.185 0.65
hsa-miR-34b-3p 407-418 0.788 0.034 1 -18.2 -0.427 | -4.297 0.292 0.344 0.35 0.65
hsa-miR-34c¢-5p 253-277 0.787 0.07 0 -17.9 -3.971 | -10.061 0.577 0.787 0.302 0.8
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hsa-miR-34c¢-5p 821-841 0.777 0.07 1 -19.9 -0.59 -6.967 0.352 0.461 0.642 0.6
hsa-miR-34b-3p 540-551 0.776 0.034 0 -21.2 -0.886 | -8.673 0.302 0.727 0.306 0.75
hsa-miR-34b-5p 283-303 0.766 0.086 0 -25 -0.183 | -9.684 0.209 0.209 0.721 0.7
hsa-miR-34b-3p 540-549 0.764 0.034 0 -18.2 -0.419 | -7.191 0.307 0.727 0.32 0.75
hsa-miR-34b-5p 258-277 0.762 0.086 0 -18 -0.737 | -10.204 0.492 0.899 0.302 0.8
hsa-miR-34b-5p 283-297 0.761 0.086 0 -21.3 -0.121 -5.631 0.215 0.209 0.6 0.7
hsa-miR-34b-5p 691-715 0.761 0.086 0 -17.9 -0.475 | -9.165 0.439 0.616 0.248 0.6
hsa-miR-34b-5p 283-293 0.76 0.086 0 -21.1 -0.121 -7.407 0.278 0.209 0.368 0.7
hsa-miR-34a-5p 146-165 0.759 0.09 0 -19.9 -5.01 -6.387 0.497 0.299 0.366 0.35
hsa-miR-34a-5p 279-293 0.758 0.09 1 -17.2 -0.056 | -2.404 0.247 0.429 0.368 0.65
hsa-miR-34a-3p 823-843 0.758 0.048 0 -19 -0.727 | -6.488 0.326 0.541 0.684 0.6
hsa-miR-34b-5p 283-299 0.755 0.086 0 -22.1 -0.132 | -5.291 0.224 0.209 0.673 0.7
hsa-miR-34b-5p 283-301 0.752 0.086 0 -22.9 -0.152 -6.41 0.211 0.209 0.736 0.7
hsa-miR-34c¢-5p 685-715 0.751 0.07 0 -18.8 -0.931 -8.809 0.471 0.581 0.248 0.6
hsa-miR-34a-3p 956-969 0.75 0.048 0 -16.3 -1.701 -3.198 0.301 0.412 0.46 0.65
hsa-miR-34a-3p 405-416 0.75 0.048 0 -19.4 -0.708 | -3.653 0.289 0.443 0.406 0.7
AG= -21.6 kcal/mol
5.
A
' AC A AC
35 hsa-miR-34c-3p | C 3, hsa-miR-34a-5p
A A Syuse’ceau’euc’
CSG GCACACC
GGC UGUGUG 5 ——_ pGGCC GCUA GCAC
5---G] A T’A -3 u u C
407 417 823
NM_017589 NM_017589
_ AG= -20.8 kcal/mol
hsa-miR-34a-5p
UCG 5 AC
3 G A UG GU 3 hsa-miR-34b-3p
UGUUG™ "UUCUG "ACG u, A A
L X N ] L [ X N N N J LE N J
(
s - JACAGC, ~ AAGAC UGC, ___ .. cooss Gous o
| A S uu 5 ——- AJGCAG, GGAG_ UG
257 AU 277
540
NM_017589

NM_017589
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LOC285194 + SEED

. . . Upstream_| D wstream|
mRNA Slte::]ositl L?;;H Score See(lj;:osit See(L*Type 3 _bp*| AGyoria| AGpuc* | AGrcrar* Sites_;«ooe Sez;:\oc A A [
(3onty | (30nt)* |'
hsa-mR-34b-5p [1676-1705] 0.919| 0.148|1698-1704 |8mer 1 -29.9] -4.004] -15.428 0.519 0.479 0.504] 0.561
hsa-miR-34c-5p [1676-1704| 0.818| 0.126]|1697-1703 |7rer-m8 1 -29] -4.06| -14.578 0.507| 0.392] 0.504] 0.557
hsa-miR-34a 5p [1676-1703| 0.779| 0.212]1697-1703 | 7rer-m8 1| -26.4] -1.524] -11.663 0.496 0.392] 0.504] 0.551
hsa-mR-34b-3p |683-697 0.576| 0.078|692-697 |offsat-6mer 0 -19.7] -1.218| -11.671 0.492] 0.331 0.492] 0.356
hsa-miR-34c¢-3p |681-697 0.548| 0.087/692-697  |6mer 0 -227] -5938 -14.67 0.446 0.331 0.493 0.356
hsa-miR-34c-3p |589-604 0.531| 0.087/599-604 |7mer-A1 0 -16] -1.835 2.021 0.333 0.581 0.762] 0.431
hsa-miR-34b-3p | 555-604 0.45| 0.078/599-604 |offset-6rrer 0 -164] -5071 2.75 0.609 0.581 0.379 0.431
_ AG= -29.9 kcal/mol
hsa-miR-34b-5p
3 G \
GUUA UCGAUUA UGUGACGGAU
|oe eoeovcvee I A L R N N NN NN J
\ AU _AGCUAAU ACACUGCCU/\J
5---G G C A -
A A
1676 A A 1705
A G
A
LOC285194
) AG= -29.0 kcal/mol
3 hsa-miR-34c-5p
yys® |
UA UCGAUUG UGUGACGGA

GAU AGCUAAU ACACUGCC
- Gl G C A A-—
A A
1676 A A 1704
A G
LOC285194

30
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LOC285194 + SEEDLESS

miRNA Site_ll’lositio LogifrProb Score 3 '_*bp AGiypria | AGuua* | AGeu® Site_ziccess Upztsr(ela(;llllz)(:cce Dw:zr(elzg::t_)/:cce U{)Isgt(e)z:ll:;;,
h;z;nfsig' 1711-1734 0868 | 0212 1 247 | 597 | -14.871 0.543 0.562 0.626 0.55
h;z;nfsig' 1636-1649 | 0866 | 0212 | 1 252 | -0.842 | -17.3 0.369 0.288 0.483 0.7
h;i“'cn_isiﬁ‘ 2082-2093 0852 | 0126 0 -19 -0.16 | -8.688 0.259 0.814 0.713 0.8
h;i“gg' 365-383 0.844 | 0.068 | 1 -18 -4.439 | -12.367 0.482 0.348 0.434 0.7
h;z)‘lfsﬂ;' 1537-1561 0841 | 0148 | 0 244 | 0448 | -12.856 0.453 0.503 0.642 0.8
hii},“fsﬂj‘ 1130-1147 0834 | 0148 0 20 -6.419 | -13.864 0.553 0.403 0.495 0.5
hzzjn_gﬂ;' 1537-1558 0.833 0148 | 0 235 047 | -12.596 0.44 0.503 0.66 0.8
h;i“gg' 1540-1562 0.833 | 0.068 | 0 224 | 2691 | -12.197 0.421 0.521 0.673 0.75
h;i“'cnfsig‘ 363-384 0822 [0.126| 0 -189 | -3.988 | -13.446 0.505 0.285 0.422 0.75
h;z-b%ﬂ;- 2072-2091 0822 | 0148 | 0 -17.6 | -3.052 | -11.415 0.561 0.416 0.581 0.6
h;z;n_gﬁ' 1540-1558 0.821 0.068 | 0 219 | -1.009 | -12.164 0.396 0.521 0.66 0.75
h;z)‘lfsﬂ;' 363-384 082 [0148| 0 -18.5 | -4.471 | -13.046 0.505 0.285 0.422 0.75
h;z;nfsig' 1522-1537 0815 0212 0 -182 | -3.074 | -13.723 0.61 0.704 0.434 0.65
h;z;nfsiﬁ' 530-535 0.811 0212 | 1 4153 | -5.691 | -13.193 0.736 0.147 0.361 0.55
h;z;nfsiﬁ' 1711-1730 | 0807 | 0212 | 1 212 | -3.121 | -11.537 0.491 0.562 0.675 0.55
h;i“'cnfsig' 1108-1129 | 0.807 | 0.126 | 0 274 | -0.163 | -13.951 0.343 0.117 0.468 0.65
h;z;nfsig' 1536-1558 0.802 | 0212| © 211 | -2.863 | -10.177 0.446 0.491 0.66 0.75
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) AG= -24 .4 kcal/mol
hsa-miR-34b-5p
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AG= -17.6 kcal/mol
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