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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades que causa mas muertes en el mundo, el
cancer cérvico-uterino (CaCu) ocupa el cuarto lugar en nivel de incidencia y
mortalidad. El principal agente etiologico del CaCu es el virus del papiloma humano
(VPH), primordialmente los virus de alto riesgo VPH-16 y VPH-18. Ciertas proteinas
estan involucradas en la progresion de esta neoplasia, como lo son
Metaloproteinasa 2 (MMP2) y Metaloproteinasa 9 (MMP9) que son endodipasas
dependientes de zinc, que son capaces de degradar la matriz extracelular. Las
metaloproteinasas tienen un papel importante en varios procesos celulares como la
proliferacion, migracion, adhesién, diferenciacion y la angiogénesis, siendo
importante en el desarrollo del cancer cervical, ya que pueden actuar como
precursoras de la metastasis. Es por ello que es primordial poder suprimir su
expresion con diferentes terapias. Un agente terapéutico que se ha estado utilizando
en los ultimos tiempos y que ha sido muy efectivo en leucemia promielocitica es el
As;03. Ademas, se ha demostrado in vitro que el As;Oz y el NaAsO: inducen la
apoptosis en células de cancer cervical, a través de la sobre-expresion de p53,
afectando diversos procesos moleculares. p53 regula de manera positiva a los
miembros de la familia miR-34 por lo tanto el tratamiento con arsénico afectara los
blancos de esta familia. Teniendo en cuenta estos antecedentes, este trabajo se
evalud la actividad de MMP2 y MMP9 con diferentes concentraciones de arsénico
(NaAsO2, As203y NaHAsOg) en lineas de cancer cervicouterino (SiHa, C33-A) y
HaCaT mediante zimografia, asi como la evaluacion por Western Blot de la proteina
gamma tubulina (TUBG), proteina implicada en cancer cervical. Se encontré una
disminucién en la actividad de MMP2, asi como una disminucién en la expresion de
la proteina TUBG luego del tratamiento a mayor concentracion de arsénico.
También fueron evaluadas MMP2, MMP9, Notchl y Snaill en lineas celulares SiHa
transfectadas con los miembros de la familia miR-34 mediante zimografia y Western
Blot. La sobreexpresién de la familia miR-34 disminuy6 la actividad enzimatica de la
MMP2 y MMP9, lo que siguiere que los compuestos de arsénico (As203, NaAsO2 y
Na2HAsOs) pueden regular negativamente la progresion tumorigénica en cancer

cervico-uterino mediante la via arsénico/p53/miR-34.



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that cause more deaths in the world, cervical-uterine
cancer (CaCu) ranks fourth in the level of incidence and mortality. The main etiologic
agent of CaCu is the human papillomavirus (HPV), mainly the high-risk viruses HPV-
16 and HPV-18. Certain proteins are involved in the progression of this neoplasm,
such as MMP2 and MM9, which are zinc-dependent endodipases, which are capable
of degrading the extracellular matrix. Metalloproteinases have an important role in
several cellular processes such as proliferation, migration, adhesion, differentiation
and angiogenesis, being important in the development of cervical cancer, where can
act as precursors of metastasis. That is why it is essential to be able to suppress
their expression with different therapies. A therapeutic agent that has been used in
recent times and has been very effective in promyelocytic leukemia is As203. In
addition, it has been detected in vitro that As203 and NaAsO2 induce apoptosis in
cervical cancer cells, through the overexpression of p53, affecting various molecular
processes. p53 positively regulates the members of the miR-34 family so arsenic
treatment affects the targets of this family. Therefore, in this work the activity of
MMP2 and MMP9 with different arsenic compounds (NaAsO2, As203 and
NaHAsO4) in cervical cancer lines (SiHa, C33-A) and HaCaT expression by
zymography, was evaluated, as well as TUBG protein by Western. Finding a
decrease in MMP2 activity, as well as a decrease in TUBG protein expression at a
higher concentration of Arsenic. MMP2, MMP9, Notchl and Snaill were also
evaluated in SiHa cell lines transfected with members of the miR-34 family by
Zymography and Western Blot. Overexpression of the miR-34 family decreased the
enzymatic activity of MMP2 and MMP9. These resoults suggest that arsenic
compounds (As203, NaAsO2 and Na2HAsO4) can negatively regulate tumorigenic

progression in cervical-uterine cancer through the arsenic / p53 / miR-34 pathway.



1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad genética muy compleja que involucra anormalidades
de genes codificantes y no codificantes. La proliferacion normal de las células esta
regulada por proto-oncogenes que promueven la proliferacion celular y que se
equilibra por su contraparte, genes supresores de tumor, que inhiben la proliferacion
celular (Calin and Croce 2006). El cancer cervical es una de las principales causas
de mortalidad asociada al cancer entre las mujeres en todo el mundo, y representa
mas de 311,000 muertes anuales (OMS,2018). EI VPH es el principal agente
etiologico en el desarrollo de esta patologia (Zur Hausen 1996). La expresion 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, Lorincz et al.
2002). El arsénico ha demostrado eficacia terapéutica en cancer, principalmente el
Trioxido de Arsénico (As203), ya que tiene una larga historia de aplicacion en el
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda y diversas neoplasias
hematolégicas (Zhang 2017). Esto ha despertado el interés de este compuesto,
como, en cancer cervicouterino, ya que se ha demostrado que induce a apoptosis
en células tumorales, inhibe la proliferacién celular y actida como un agente anti
angiogénico (Zheng, Deng et al. 1999). Asi mismo se ha reportado que inhibe la
proliferacion celular regulando negativamente la expresion de HPV-EG6,
oncoproteina de VPH que desempefia funciones vitales en la replicacion viral,
inmortalizacién y transformacion de las células huésped (Wen, Li et al. 2012). E6
ejerce sus efectos al integrar, inactivar y degradar el gen supresor tumoral p53, gen
gue esta criticamente involucrado en la regulacién del ciclo celular, reparacion de
DNA y muerte celular programada (Thomas, Pim et al. 1999), por ende, al regular
negativamente la oncoproteina E6 restablece los niveles de manera positiva en p53.
Se sabe que al activarse la proteina p53 a su vez activa a una familia de microRNAs,
la familia miR-34, los microRNAs son moléculas no codificantes que influyen en la
regulacion de diversos procesos celulares ya que inhiben la traduccion de RNAs
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mensajeros (MRNA) (Bartel 2004). Los miembros de la familia miR-34: 34a-5p, 34a-
3p, 34b-5p, 34b-3p, 34c-5p, 34c-3p, son blancos directos de la proteina p53 y su
sobreexpresion reprime varios genes implicados en cancer cervical, ya que como
se sabe el cancer esta estrechamente relacionado con la expresién aberrante de
varias proteinas asociadas con la regulacion de sefializacion celular (Chan, Wang
et al. 2014), como lo son MMP2, MMP9, Notch1l, Snaill y TUBG que desarrollan un
funciones importante en procesos celulares conduciendo a carcinogénesis. MMP2
y MMP9 son endodipasas dependiente de zinc, que son capaces de degradar la
matriz extracelular y tienen funciones importante en varios procesos celulares como
la proliferacion, migracion, adhesion, diferenciacion y la angiogénesis, siendo
importante en el desarrollo del cancer ya que puede actuar como precursora de
metastasis (Rauvala, Aglund et al. 2006). Notch1 es una proteina transmembranal
gue funciona como receptor de sefales extracelulares y participa en varias rutas de
sefalizacion durante el desarrollo, como proliferacion, crecimiento celular,
migracion y diferenciacion (Sun, Zhang et al. 2015). Estudios recientes han
demostrado que, dependiendo del nivel de expresion y del contexto celular, los
receptores de membrana Notch contribuyen en la resistencia de la apoptosis en
células tumorales (Sun, Liu et al. 2016). Snaill es una familia de factores
transcripcionales que promueven la represion de la molécula de adhesion E-
cadherina para regular la transicion epitelio-mesenquimal (EMT). Las evidencias
emergentes indican que Snaill confiere a las células tumorales caracteristicas de
células stem cancerosas y promueve la resistencia a los medicamentos, la
recurrencia del tumor y la metastasis (Kaufhold and Bonavida 2014). TUBG es una
proteina asociada con varias proteinas de punto de control y desempefia un papel
en la regulacion de la division celular, lo que sugiere que la malla de esta proteina
esta involucrada en el desarrollo del cancer (Morris, Brammall et al. 2000). Ademas,
la amplificacion del centrosoma se correlaciona con un alto grado histologico
tumoral, metastasis en los ganglios linfaticos, y mal pronéstico (Lingle, Barrett et al.
2002).



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer cervico-uterino

El cancer cervico-uterino es el cuarto cancer mas comdn en mujeres en todo el
mundo, con una incidencia global estimada de 570,000 casos nuevos y mas de
311,000 muertes por afo (Bray, Ferlay et al. 2018). Aproximadamente el 85% de
las muertes por céncer cervical en el mundo ocurren en paises menos
desarrollados. En México el cancer cervical ocupa el tercer lugar con 4,121 decesos
en la poblacién femenina al afio y con una incidencia de 7,869 casos al afio (OMS,
2018). En Zacatecas esta neoplasia es la segunda causa de muerte en la poblacion
femenina (INEGI, 2015), siendo el principal agente etiolégico el VPH (Zur Hausen
1996).

Los VPHs son un grupo heterogéneo de virus, formados por DNA de doble hebra
gue infectan las mucosas y las superficies cutaneas, causando verrugas y tumores
epiteliales. Los VPHs se pueden dividir en dos grupos: el de bajo riesgo (como el
tipo 6 y 11) que inducen verrugas genitales y papilomas respiratorios y el de alto
riesgo (16, 18, 31 y 45) que son conocidos como agentes causantes de tumores y
neoplasias cervicales (Burd 2003). La infeccidn persistente por VPH de alto riesgo
conduce a estadios de neoplasia intraepitelial cervical (Draberova, D’Agostino et
al.), I, Il y lll. La tasa de progresion de la enfermedad de NIC Ill a ICC varia de
aproximadamente del 12% al 69% (Holowaty, Miller et al. 1999). El genoma del VPH
es circular con dos promotores de los cuales se desglosan dos grupos de proteinas
virales: los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y genes tardios (L1 y L2).
Los VPHSs se reportan en mas del 90% de todos los casos de cancer cervical, la
mayoria de los cuales son carcinomas de células escamosas directamente
infectadas con el VPH 16. Por otro lado, los adenocarcinomas cervicales estan
estrechamente correlacionados con la infeccion por el VPH 18 (Adams, Wise-
Draper et al. 2014). Durante su ciclo de vida viral, el VPH se expresa como un
episoma, sin embargo, en ocasiones el genoma del virus se puede integrar al
genoma del hospedero, lo cual provoca un incremento en la expresion de las

oncoproteinas E6 y E7 que aumentan el riesgo de transformacién maligna (Durst,
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Gissmann et al. 1983). La oncoproteina E6 se une a la proteina ligasa asociada a
E6 (E6AP) causando la ubiquitinacion y degradacion de p53. La pérdida de p53
previene el arresto del ciclo celular y/o una subsecuente apoptosis (Finzer, Aguilar-
Lemarroy et al. 2002). En cambio, la proteina viral E7 actUa liberando al factor E2F
de su secuestro por la proteina celular pRb, lo que permite la expresién de ciclina
D1y E (Sathish, Wang et al. 2014).

2.2 Caracteristicas distintivas del cancer

En la actualidad se tienen seis caracteristicas biol6gicas adquiridas por las células
cancerigenas durante su progresion hacia la tumorigénesis (Figura 1). (Hanahan
and Weinberg 2011) que en cancer cervical son propiciada por VPH.

2.2.1 Mantenimiento de la sefializacidn proliferativa

Uno de las caracteristicas esenciales de las células cancerosas es su capacidad
para sostener la proliferacion cronica. Los tejidos normales controlan
cuidadosamente la produccion y liberacion de sefiales que promueven el
crecimiento, progresion y division celular, garantizando asi una homeostasis del
namero de células. Las células cancerigenas rompen la homedstasis entre las
células que forman el tejido y comienzan a proliferar sin control (Hanahan and
Weinberg 2011), generan sus propios factores de crecimiento como ligandos y
receptores (Bergers and Benjamin 2003). También se ha observado que no
responden a las sefiales inhibidoras por contacto (Cavallaro and Christofori 2004).
Los puntos de control del ciclo celular también se ven afectados ya que no
responden a los inhibidores del ciclo celular como p21, pl4 y pl6 entre otros
(Duronio and Xiong 2013).

2.2.2 Resistencia a muerte celular

Las células tumorigénicas desarrollan una variedad de estrategias para limitar o
evitar la apoptosis. La mas comun es la pérdida de la funcién de p53 que induce la
expresion de genes pro-apoptéticos como bax, bim y puma. La multiplicidad de los

mecanismos de evasion de apoptosis refleja la diversidad de sefiales inductoras de
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apoptosis que las poblaciones de células cancerigenas combaten durante su
evolucién al estado maligno (Angosto 2003).

2.2.3 Angiogénesis

La neovasculatura del tumor es marcada por la formacion de capilares precoces,
vasos complejos y ramificaciones excesivas. Una vez que la angiogénesis ha sido
activada, se exhiben diversos patrones de neovascularizacion (Hanahan and
Weinberg 2011).

2.2.4 Invasion y metastasis

Las células asociadas a cancer tipicamente desarrollan alteraciones en su forma,
asi como en su interaccion con otras células y la matriz extracelular. Un cambio
representativo es la pérdida de E-cadherina, una molécula implicada en la adhesion
célula a célula (Christofori and Semb 1999). Mediante la formacion de uniones
adherentes con células epiteliales adyacentes, E-cadherina ayuda a ensamblar
laminas de células epiteliales y mantener la quiescencia de las células dentro de
estas laminas. El aumento de la expresion de esta se reconoce como un antagonista

de la invasion y metastasis (Cavallaro and Christofori 2004).

2.2.5 Replicacion ilimitada e inmortalidad

La senescencia y apoptosis son dos obstaculos para la proliferacidon que se han
relacionado como importantes defensas anticancerigenas (Hanahan and Weinberg
2011). La inmortalizacion de variantes extrafias de células que proceden a formar
tumores ha sido atribuida a su capacidad de mantener el DNA telomérico a
longitudes suficientes para evadir la senescencia o apoptosis. Por lo tanto, el
acortamiento de los telémeros ha llegado a ser observado como un mecanismo de
sincronizacion que determina el potencial replicativo limitado de las células
normales y por ende uno que debe ser superado por las células cancerigenas
(Artandi and DePinho 2009).
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Figura 1. Caracteristicas y habilidades de las células tumorigénicas. En la figura se
muestran las 6 caracteristicas que debe adquirir una célula normal para transformarse en

célula maligna (Hanahan and Weinberg 2011).

El cancer de cuello uterino proporciona un buen modelo para estudiar el proceso
metastasico debido a que ocurre de manera gradual. El espectro completo de la
progresion del cancer de cuello uterino incluye desde el cuello uterino normal, la
displasia intraepitelial cervical, el carcinoma in situ, los canceres metastasicos
localmente invasivos y distantes (Syrjanen, Kataja et al. 1992). Cuando las células
cancerosas se vuelven mas malignas, pueden invadir el sistema linfatico y
diseminarse a los ganglios linfaticos distantes alrededor de los vasos en la pared
pélvica. Entre estos multiples pasos, la diseminacion metastasica de las células
cancerosas al area distante, como el ganglio linfatico pélvico, es la causa principal
del fracaso del tratamiento y la posterior muerte en pacientes con cancer de cuello
uterino (Friedl and Gilmour 2009). Sin embargo, aun no se ha podido encontrar un
tratamiento efectivo para pacientes con cancer cervico-uterino, ya que la recaida
postratamiento son comunes y son mas dificiles de tratar, por ello, es primordial

desarrollar nuevas estrategias quimioterapéuticas, un compuesto que se ha estado



investigando y que ha inducido apoptosis en células de cancer cervico-uterino es el

arsénico.

2.3 Arsénico

El arsénico es un semimetal que se encuentra cominmente en el suelo, el agua y
el aire. El uso medicinal del arsénico y sus derivados se remonta a mas de 2400
afos en la antigua Grecia y Roma. El arsénico se consideraba un agente terapéutico
y un veneno (Bode and Dong 2000). Se sabe desde hace mucho tiempo que los
agentes arsénicos actian como carcin6genos en niveles altos, lo que conduce a
canceres de piel, pulmén, rifién y tracto urinario (Huff, Chan et al. 2000). A la
inversa, en niveles bajos, se ha demostrado que tienen actividad anticancerigena.
Se ha utilizado para tratar la plaga, la malaria, el cancer y para promover la
sudoracion. Los médicos recetaron arsénico para uso externo e interno a lo largo
del siglo XVIII. Los arseniuros fueron ingredientes clave en antisépticos,
antiespasmaodicos, causticos, colagogos, hematinicos, sedantes y tonicos (Park,
Lee et al. 2005). Aunque el arsénico resultd ser beneficioso en muchas
enfermedades. Los estados y los efectos secundarios o repercusiones posteriores
de la terapia fueron inconsistentes de paciente a paciente. Las preocupaciones
entre los profesionales médicos acerca de las toxicidades asociadas con el uso de
arsénico, especialmente el uso a largo plazo, surgié en los ultimos afios. En la
medicina tradicional china, el trioxido de arsénico As,O3 se registro en el Compendio
de Materia Médica, mas tarde, el 6xido de arsénico también se us6 como la opcién
de tratamiento crénico de leucemia mieloide en el siglo XIX. Debido a los efectos
secundarios téxicos y la introduccion de la radioterapia y la quimioterapia modernas,
la medicina occidental abandoné el uso del arsénico como tratamiento para la
leucemia mieloide crénica (Kwong and Todd 1997). Sin embargo, recientemente, su
efecto terapéutico sobre la leucemia promielocitica aguda ha iniciado un nuevo
despertar de interés en el compuesto de arsénico en medicamentos (Zhang, Chen
et al. 2001). La actividad de As>O3 en otros tipos de cancer ahora se han investigado
exhaustivamente a nivel molecular, celular y clinico (Haga, Fujita et al. 2005). Se ha

informado que As>Osz induce la apoptosis de células tumorales, para inhibir la



proliferacidon y ser un agente anti-angiogénico. A través de numerosas vias facilita
estas alteraciones celulares profundas, incluida la induccion de la apoptosis, la
inhibicion de la proliferacion, la estimulacion de la diferenciacion y la inhibicion de la
angiogénesis. Se ha reportado que As:0s puede inducir apoptosis en células
epiteliales cervicales al regular negativamente la expresion de HPV-E6 y regular
positivamente p53 (Zheng, Deng et al. 1999). En otros reportes con células de
mieloma cultivadas se observa que el trioxido de arsénico induce a apoptosis a
través de la activacion de la caspasa-9 en clinicamente relevantes (Maher 2000),
asi como una reduccion en la actividad de la telomerasa (Chou, Hawkins et al.
2001).

Los efectos bioldgicos del arsénico (principalmente las formas trivalentes, arsenito
y triéxido de arsénico) pueden estar mediados por reacciones con residuos de
cisteina muy espaciados en proteinas celulares criticas (Wen, Li et al. 2012).
Diversas lineas de evidencia obtenidas a partir de sistemas modelo muy diferentes
apuntan a la capacidad del arsénico para alterar la funcion de varias enzimas y
moléculas de sefalizacion, e influyen notablemente en la expresion génica
(Goussetis, Altman et al. 2010). El estado de oxidacion del arsénico influye en las
vias de sefalizacion que se activan, las vias que se activan pueden variar segun los
origenes especificos del tejido o las caracteristicas de células particulares.

El NaAsO2 otro compuesto de arsénico activa el factor de transcripcion AP-1, como
consecuencia del aumento de la actividad de sus componentes mitogénicos, c-fos
y c-jun. El arsenito puede estimular la actividad de JNK mediante la inhibicion de
una fosfatasa JNK constitutiva, cuya funcion en las células no estimuladas es
mantener una actividad de JNK basal baja (Wen, Li et al. 2012). Otros estudios
muestran investigaciones en cancer cervicouterino, y han demostrado que el
NaAsO: reprime los oncogenes E6 y E7, restaura la via supresora de tumores p53
e induce la apoptosis en las células SiHa (Chou and Huang 2002). p53 puede inducir
la muerte celular programada mediante dos tipos de genes diferentes: genes
codificantes y genes no codificantes como los microRNAs. En este Ultimo

mecanismo se encuentran los miembros de la familia miR-34.
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2.4 microRNAS

MicroRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de 18-22 nucledtidos que actian
como importantes reguladores de la expresion génica en el nivel post-
transcripcional. Uno de los mecanismos a través del cual los miRNAs regula la
expresion génica implica la interaccion de sus secuencias "semilla" principalmente
con el extremo 3'y con menos frecuencia en el extremo 5' de los mRNAs (Gulyaeva
and Kushlinskiy 2016). Los miRNAs regulan la expresion de genes mediante dos
mecanismos: el primero consiste en inhibir la traduccion cuando existe una
complementariedad parcial con el mMRNA blanco, mientras que la segunda consiste
en la degradacién del mRNA blanco si existe una complementariedad total (Bartel
2004).

La biogénesis de los miRNAs comienza con la transcripcion del gen, miRNA
primario (pri-miRNA), que tiene una estructura de caperuza 5" y en el 3" una
secuencia poliadenilada. La transcripcion tipicamente esta mediada por la RNA
polimerasa Il. Los pri-miRNAs se escinden mediante el complejo microprocesador,
compuesto por la proteina de union a RNA DGCR8 y la RNasa Drosha de tipo lll,
en una estructura de tallo-lazo ~85~ nucledtidos llamada miRNA precursor (pre-
mMiRNA). Tras el transporte por el complejo Ran/GTP/Exportina 5 del nacleo al
citoplasma, los pre-miRNAs son procesados por la enzima RNasa Ill, Dicer
formando un miRNA duplex de ~ 20-22 nucleodtidos. Después de desenrollar el
duplex, el miRNA maduro se incorpora a un complejo de proteina denominado
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y guia a RISC al mRNA diana
(Figura 2) (Peng and Croce 2016).
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Figura 2. Biogénesis de los miRNAs. Los genes de miRNA generalmente se transcriben
por la RNA polimerasa Il para producir los grandes transcritos primarios denominados pri-
mMiRNA, que se escinden mediante un complejo microprocesador, compuesto por la
proteina de union al ARN DGCRS8 y la RNAasa Drosha de tipo Ill, en un bucle-bucle de

~ 85 nucledtidos estructura llamada pre-miRNA. Luego del transporte por el complejo Ran
/ GTP / Exportin 5 desde el nucleo al citoplasma, los pre-miRNA son procesados por otra
enzima RNasa lll, Dicer a un duplex de miARN / miARN * de 20-22 nucledétidos. Una vez
gue el duplex se desenrolla, el mMiIRNA maduro se incorpora a un complejo de proteinas
denominado RISC. Un RISC cargado con miRNA media el silenciamiento del gen a través
de la escision y degradacion del mRNA, o la represion de la traduccion en funcién de la
complementariedad entre el miRNA vy el transcrito del mMRNA seleccionado. Ademas, los
miRNAs pueden funcionar como ligandos para unirse directamente con el receptor tipo Toll
(TLR), lo que desencadena las vias de sefializacion. Recientemente se descubrié que la
metiltransferasa-like 3 (METTL3) metila los pri-miRNAs, marcandolos para su
reconocimiento y procesamiento por DGCR8 para producir un miRNA maduro. (Peng and
Croce 2016).
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2.5 FamiliamiR-34

Los miRNAs pertenecientes a la familia miR-34 han sido propuestos como
importantes moduladores de la via p53 y potenciales supresores de tumores en
cancer humano (Concepcion, Han et al. 2012). En mamiferos, la familia miR-34
comprende tres miRNAs procesados que estan codificados por dos genes
diferentes: miR-34a estéa codificado por su propio transcrito, mientras que miR-34b
y miR-34c comparten un transcrito primario comun (Hermeking 2010). EI miRNA
maduro se origina en el brazo 5' 0 en el brazo 3' del producto precursor y se indica
con un sufijo -5p o -3p, respectivamente (Mitra, Lin et al. 2015). Curiosamente, los
mMiRNAs de una familia no se expresan por igual, ni tampoco la cadena 5p ni 3p de
un pre-miRNA, la hebra del miRNA maduro que realiza el silenciamiento se
reconoce como cadena guia y el otro como cadena estrella (*) o cadena pasajera,
gue habitualmente se degrada y casi hunca se estudia, la maduracion del miRNA
es un proceso complejo que consta de dos cortes, ademas de la inestabilidad
termodinamica de la secuencia e interacciones proteicas. La cadena guia y estrella
tienen cientos de blancos potenciales y cada miembro de la familia tiene una
expresion de mRNA maduro particular que determina las funciones diferenciales o
complementarias que regulan los procesos celulares. La hebra guia de los
miembros de la familia miR-34 tiene cinco nt diferentes, mientras que la cadena
pasajera tiene 10 nt, por o que podria argumentarse un efecto celular diferencial en
respuesta a los mRNA blancos regulados por cada miembro (Granados-Lopez,
Ruiz-Carrillo et al. 2017)

En su region promotora los genes miR-34 a, b y c tienen sitios de unién para p53,
gue regula positivamente la expresion de miR-34 (Hermeking 2010). La funcién de
los miembros de la familia miR-34 estd implicada en proliferacion celular,
supervivencia, apoptosis, migracion, invasion y angiogénesis (Slabakova, Culig et
al. 2017). Ademas han sido estudiados por su papel en el desarrollo del cancer de
cuello uterino, donde presentan un papel clave en la inhibicion de la transformacion
celular y la carcinogénesis (Li, Hu et al. 2010). Estos miRNAs presentan una
disminucién en lesiones preneoplasicas al cancer de cuello uterino invasivo y por

tanto podrian estar involucrados en la metastasis y la progresion en pacientes con
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cancer de cuello uterino, lo que sugiere que miR-34a es un supresor tumoral clave
y un potencial biomarcador de prondstico y terapia en el cancer de cuello uterino
(Rokavec, Li et al. 2014). Varios estudios reportados demuestran que los miembros
de la familia miR-34 inhibe la expresion de las proteinas MMP2, MMP9, Snaill y
Notch-1 implicadas en la metastasis del cancer de cuello uterino, uniéndose a su

region 3'UTR, evitando la progresion tumoral.

2.6 Metaloproteinasas

La Matriz extracelular (MEC) esta formada por una gran cantidad de componentes
gque se clasifican en dos o tres grandes grupos: proteoglicanos vy
glucosaminoglicanos, proteinas estructurales (colageno y elastina), y proteinas de
adhesion (fibronectinay laminina). Tales variedades de componentes se encuentran
interconectados y requiere una familia de proteasas denominadas MMP de la MEC,
cuya mision es degradar las proteinas integrantes de dicha MEC en su
medioambiente inmediato y activar factores de crecimiento, receptores de superficie
y moléculas de adhesién. La interaccion de la célula con la MEC desencadena
cascadas de sefalizacion que promueven la diferenciacion, migracion y
movilizacion celular, esenciales para el mantenimiento de la homeostasis (Maria
Cascales Angosto, Alvarez-Gomez et al. 2010).

Las MMPs intervienen en diversos procesos fisiolégicos y patologicos del
organismo. Regulan, por ejemplo, las vias de sefalizacion que controlan el
crecimiento celular, inflamacién y angiogénesis. Cumplen funciones moduladoras
en el complejo microambiente tumoral interviniendo en las etapas tempranas de la
carcinogénesis, en la invasion y la produccion de metastasis tumorales. Participan
en el procesamiento de moléculas bioactivas como citoquinas, quimiocinas y
factores de crecimiento (Folgueras, Pendas et al. 2004). Las MMPs son reguladas
por inhibidores enddgenos (TIMPs). El adecuado balance entre ambas moléculas
es fundamental para mantener la homeostasis (Handsley and Edwards 2005).
Debido al papel que desempefian en diferentes etapas de la biologia del cancer,
son un blanco potencial para futuras estrategias en la terapéutica de esta

enfermedad (Moore and Crocker 2012).
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Las metaloproteasas constituyen una familia de proteasas dependiente del zinc y
se les clasifica, de acuerdo a sus diferencias estructurales, en cinco grupos
claramente diferenciados (Angosto and Alvarez-Gomez 2010)

1. Colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MMP-18) son capaces de escindir el
colageno intersticial I, 1l y lll dando lugar a colageno desnaturalizado o gelatina.

2. Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) degradan el colageno desnaturalizado o gelatina.
MMP-2 también digiere colagenos |, Il y Ill y se expresa en condiciones normales
por las células del estroma de la mayoria de los tejidos

3. Estromalisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-11) digieren diversos componentes de
la MEC.

4. Matrilisinas (MMP-7 y MMP-26) estructuralmente son las méas simples debido a
gue carecen del dominio hemopexina.

5. Metaloproteasas asociadas a membrana denominadas MT-MMP se dividen en
dos:

-Proteinas transmembrana unidas a la membrana por un sitio hidréfobo: MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-24

- Proteinas que poseen glicofosfatidilinositol (GPI): MMP-17 y MMP2.

Estructura de las Metaloproteinasas

La estructura de las MMPs comprende varios dominios comunes a la mayoria de
ellas:

-Péptido sefal o predominio, este es necesario para el desplazamiento intracelular
de la enzima hasta la membrana ya que es eliminado después de la secrecién de la
proteasa.

- Dominio propeptidico. Esta formado por una secuencia peptidica con un residuo
de cisteina, que interactia con el sitio catalitico.

- Dominio catalitico carboxiterminal que contiene un atomo de zinc y otros dominios
variables.

- Dominio tipo hemopexina, en la posicion carboxiloterminal que interviene en la
unién a sustrato especificos de las metaloproteasas y con los inhibidores

enddgenos.
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- Dominio transmembrana, en el caso de las MMPs asociadas a la membrana

plasmatica (Nagase, Visse et al. 2006) .

Dominio de tipo
hemopexina

Péptido Dominio
sefial  Propéptido Dominio catalitico transmembrana
' Zn%t

Dominio
citoplasmatico

Estructura basica: MMP7 y MMP26

G >

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMP1, MMP3, MMP2, MMP9...

< ........................................................................................ >

Estructura con dominios de tipo hemopexina y transmembrana: MT1-MMPs

Figura 3. Estructura de las metaloproteinasas. Se muestra los dominios que cada una
tiene, siendo el primero, péptido sefial, luego el propeptido, el dominio catalitico, y dominio

transmembrana (Maria Cascales Angosto, Alvarez-Gémez et al. 2010).

2.7 Snaill

La familia Snail, que incluye Snail (Snail-1), Slug (Snail-2) y Smuc (Snail-3), son un
grupo de factores de transcripcion que contienen dedos de zinc conservados. Se
encontraron en Drosophila melanogaster en 1984. Snaill también tiene homoélogos
bien documentados en Xenopus, C. elegans, ratones, polluelos y humanos (Grau,
Carteret et al. 1984). Snaill es una proteina con dedos de zinc C2H2 compuesta
por 264 aminoacidos, con un peso molecular de 29.1 kDa (Nieto 2002). En los seres
humanos, Snaill se expresa en los rifiones, tiroides, glandulas suprarrenales,
pulmones, placenta, ganglios linfaticos, corazon, cerebro, higado y los tejidos del
musculo esquelético (Moody, Perez et al. 2005). Esta implicado en la represion
transcripcional de E-cadherina que es el sello distintivo de la EMT, también rige los
genes relacionados con las funciones independientes de la EMT, como la
supervivencia celular, motilidad, anti-apoptosis, inmunosupresion, las propiedades
de las células stem y quimio-resistencia (Kudo-Saito, Shirako et al. 2009). La EMT
inducida por Snail convierte las células epiteliales en células mesengquimatosas con
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propiedades migratorias que contribuyen a la formacion de muchos tejidos durante
el desarrollo embrionario y a la adquisicion de propiedades invasivas en tumores
epiteliales. La EMT inducida por Snail se debe en parte a la represién directa de la
transcripcion de E-cadherina durante el desarrollo y la progresion tumoral (Wang,
Shi et al. 2013). Snaill se expresa en cancer de mama, colorrectal, gastrico,
pancreético, melanomas, de préstata y cancer cervical (Kaufhold and Bonavida
2014). La sobreexpresion generalmente se correlaciona con una mayor migracion,
invasion y metastasis (De Craene, Van Roy et al. 2005). Con frecuencia, las
neoplasias malignas mas avanzadas y el mal prondstico también acompafian a la
expresion elevada de dicha proteina. Chen et al. encontré Snaill expresado en el
94% de las muestras (n = 70), y su expresion elevada correlaciona con el estadio
tardio FIGO (Chen, Li et al. 2013).

2.8 Notchl

Thomas Hunt Morgan describio al sistema Notch, por primera vez, en 1917, como
responsable de la neurogénesis y la especificacion del ectodermo en la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster (Morgan 1917). A mediados de los afios ochenta,
los grupos de Artavanis-Tsakonas y Young clonaron y expresaron
independientemente el gen que consiste en un receptor con un solo dominio
transmembranal (Wharton, Johansen et al. 1985). A la fecha, se han identificado
varios genes del receptor Notch en diversas especies, incluyendo la humana y en
ratdén, en las que se conocen cuatro genes que codifican a sus correspondientes
proteinas Notch 1 a la 4. Se demostr6 que Notch-1 se expresa a altas
concentraciones en una amplia variedad de tejidos en el epitelio estratificado de la
epidermis y en capas suprabasales intermedias de las mucosas de la cavidad oral,
eso6fago, ectocérvix y vagina (Artavanis-Tsakonas, Rand et al. 1999). La funcion de
la sefializacion Notch involucra una gran variedad de procesos celulares incluyendo
el mantenimiento de células troncales, especificacion del destino celular,
diferenciacion, proliferacion y apoptosis, por lo que posee efectos pleiotrépicos en
diferentes 6rganos (Radtke and Raj 2003). Los componentes de la via Notch estan

involucrados en diversas enfermedades humanas, siendo la mas frecuente el
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cancer. Entre las causas principales se encuentran la presencia de mutaciones,
deleciones, translocaciones e inserciones virales en sus genes.

La sefializacion Notch desempefia un papel importante en la angiogénesis, que es
esencial para el crecimiento, progresion y metastasis de un tumor (Wharton,
Johansen et al. 1985). Los receptores Notch y los ligandos estan implicados en la
tumorigénesis y se expresan conjuntamente en las células tumorales y el
compartimento estromal, estdn expresados en células adyacentes que tienen el
potencial de regular la especificacion, diferenciacion, proliferacién y supervivencia
celular, la sefializacion Notch con frecuencia esta desregulada en varios canceres
(Bridges, Oon et al. 2011). Se han demostrado concentraciones elevadas de estos
receptores y sus ligandos en relacion con tejidos normales en los siguientes
canceres: cervical, de colon, cabeza y cuello, pulmén, renal, pancreatico, mieloide
agudo, enfermedad de Hodgkin, linfomas de células grandes y mama (Miele, Miao
et al. 2006). El primer estudio realizado sobre Notch en cancer cérvico-uterino en
humano sefala que su expresion esta asociada a células escamosas del cérvix en

carcinomas in situ e invasivos.

2.9 TUBG

El gen TUBG fue descubierto por primera vez en el hongo Aspergillus nidulans como
regulador del ensamblaje de microtdbulos, esta altamente conservada entre las
especies. Se han descrito dos genes de esta proteina y un pseudogen en humanos
(Alvarado-Kristensson 2018). TUBG es una proteina expresada de forma ubicua
gue aparece en abundancia tanto en el citosol como en los compartimentos
nucleares de las células en todos los tejidos de los mamiferos (Draberova,
D’Agostino et al. 2015) regula la nucleacién de la ap-tubulina interfasica, la
duplicaciéon centrosomal vy la formacion de huso, se produce en el citosol,
centrosomas y nucleo (H60g, Zarrizi et al. 2011). Existe evidencia sustancial de que
los centrosomas y la proteina regulan la transicion de G1 a S, progresion mitética,
y citocinesis (Gromley, Jurczyk et al. 2003). En la fase G1, la mayor parte del grupo
de TUBG esta en el citosol, y parte de este grupo citosdlico crea tubulos. Sin

embargo, en la transicién G1-S, el numero de tubulos y-citosolicos se reduce y hay
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una acumulacion posterior de la proteina en el compartimento nuclear y el PCM
(Alvarado-Kristensson, Rodriguez et al. 2009). TUBG esta asociada con varias
proteinas de punto de control y desempefia un papel en la regulacion de la division
celular, lo que sugiere que la malla de esta proteina esta involucrada en el desarrollo
del cancer (Morris, Brammall et al. 2000). Ademas, la amplificacién del centrosoma
se correlaciona con un alto grado histologico tumoral, metéstasis en los ganglios
linfaticos y mal prondstico (Lingle, Barrett et al. 2002). En varios tumores y lineas
celulares (meduloblastoma, mielomas, carcinoma de células no pequefias, cancer
de mama, gliomas y glioblastoma), el patrén de localizacion y los niveles de
(Caracciolo, D'agostino et al. 2010) expresion estan alterados. Estas observaciones
implican que el aumento de sus niveles puede conducir a una malla de la proteina
de mayor complejidad y favorecer asi la progresion tumoral (Cho, Whipple et al.
2010)
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3. JUSTIFICACION

El cancer cérvico-uterino es uno de los tipos de cancer mas frecuente y la cuarta
causa de muerte en el mundo. La propagacién de las células cancerosas es la
principal causa de muerte ya que invaden diferentes tejidos y Organos. La
desregulacion o sobreexpresion de varios tipos de proteinas originan dicha
proliferacién celular ilimitada siendo una de las principales caracteristicas distintivas
del cancer ya que es fundamental en el crecimiento tumoral y por ende en lainvasién
y metastasis. Algunas de las principales proteinas que se sobre-expresan en el
cancer cérvico-uterino son MMP2, MMP9, Notchl, Snaill y TUBG, por ende, es
primordial poder suprimir su expresion. La expresion de dichas proteinas es
regulada a diferentes niveles y por diversas moléculas como microRNAs 0
compuestos de arsénico. En los dltimos afios han surgido nuevas terapias para
combatir el cancer y se ha utlizado As>Os como terapia en leucemia. Se ha
demostrado que NaAsO: induce la sobre-expresion de p53 afectando diversos
procesos celulares y moleculares. p53 regula positivamente a los miembros de la
familia miR-34 por lo tanto el tratamiento con arsénico afectara a los blancos de esta
familia. Los brazos miR-34c-5p, miR-34a-5p hibridan con el 3’'UTR de MMP2 los
brazos miR-34 a-5p y miR-34a-3p con MMP9. La regulacion a través de arsénico
en el sistema p53-miR-34 es importante para ampliar el conocimiento en el
mecanismo de accion del arsénico. El arsenito y arseniato de sodio han sido
estudiados en cancer cérvico-uterino induciendo apoptosis en varias lineas
celulares derivadas de cancer cérvico-uterino. Sin embargo, su efecto en migracion
e invasion no esta dilucido. Por estos motivos, en el presente trabajo se pretende
determinar el efecto de los diferentes compuestos de arsénico y de los miembros
de la familia miR-34 sobre la en la expresion de las MMP2, MMP9, Notchl, Snaill

y TUBG en células de cancer cervical.
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4. HIPOTESIS

Si las proteinas MMP2, MMP9 y sus reguladores estan involucradas en invasion y
migracion en cancer cérvico-uterino, entonces el tratamiento con As203, NaAsO2 y
Na2AsHO4 y la sobreexpresion de los miembros de la familia miR-34 alterara su

expresion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Analizar el efecto de As>03, NaAsOz y Na;HAsO4 y de los miembros de la familia
miR-34 sobre MMP2, MMP9 y sus reguladores en las lineas celulares HaCaT, SiHa
y C-33A.

5.2 Objetivos especificos

1.- Analizar la actividad de MMP2 y MMP9 en células HaCaT, SiHa y C-33A tratadas
con As202, NaAsO2 y NasHAsOg4.

2.- Evaluar la expresion de las proteinas TUBG en células SiHa tratadas con
NaAsO:..

3.- Analizar la actividad de la MMP2 y MMP9 en células SiHa transfectadas con los
miembros de la familia miR-34.

4.- Evaluar la expresion de las proteinas MMP2, Notch1 y Snail1 en células SiHa

transfectadas con los miembros de la familia miR-34.
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6. METODOLOGIA

Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de microRNAs perteneciente a la
Unidad Académica de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de

Zacatecas.

6.1 Tratamiento de células con arsénico

Se cuantificaron las células SiHa, HaCaT y C-33a mediante camara de neubauer y
se sembraron 1X10° por pozo. Se agregaron 3 ml de DMEM con 5% de FBS en caja
multipozos y se adicioné 625nM, 1250nM, 2500nM, 5000nM y 10000nM de
NaAsO2, AsO3 y NaHAsO4. Como control se usaron células expuestas a agua que
se us6 como solvente para los compuestos de arsénico. Las células tratadas, se
agitaron e incubaron por 72 horas a 37°C y finalmente se colecté el medio.
(Realizado por el Q. A. Gustavo Araujo Huitrado).

6.2 Transfeccion

Se cuantificaron las células SiHa mediante camara de neubauer. Después de
cuantificar las células se colocaron 2 tubos de 1.5 ml por tratamiento miR-34a-5p,
miR-34a-3p, MiR-34b-5p, miR-34b-3p, miR-34c-5p, miR-34c-3p, C- y mock y se
afiadieron 100ul de DMEM basal a cada uno, luego se afiadieron a cada uno de los
primeros tubos 10ul de los respectivos miRNAs. A los segundos tubos se les
agregaron 1.5ul de lipofectamina 2000. Después se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente, el contenido de los tubos con lipofectamina 2000 se pasoé a
los distintos tubos con miRNAs, se resuspendieron y se incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente dentro de la campana. Posteriormente el contenido de los
tubos se depositd por goteo en cajas de 6 pozos, luego fueron colocadas 100,000
células por pozo y se ajust6 a un volumen final de 600ul con DMEM basal. Después
se incubaron las cajas durante 7 horas dandoles una agitacion cada 30 minutos, al
concluir las horas de incubacién se agregaron 400ul de DMEM completo y se
volvieron a incubar por 12 horas, luego se afiadieron 2ml de DMEM completo y se
incubaron nuevamente, por 72 horas. Como controles del experimento se utilizaron

células no tratadas, mock que corresponde a células tratadas con Lipofectamina
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2000 y C- que es una secuencia duplex similar a un miRNA, pero sin secuencias
blanco conocidas dentro de células humanas (realizada por el M. en C. Sergio
Cordova Rivas).

6.3 Zimografia

6.3.1 Sobrenadantes enriquecidos con As;03, NaAsO; y Na;HAsO,
Se colectd el sobrenadante de las células SiHa, HaCaT y C-33A; Control y de los
tratados con 625, 1250, 2500, 5000 y 10000 nM (cada uno en sus respectivos tubos
falcon de 15 ml) se guardaron a una temperatura de -20°C hasta su uso.

6.3.2 Filtrado de sobrenadantes transfectadas con microRNAs
Se colecto el sobrenadante de las células SiHa tratadas con Lipofectamina 2000
(MOCK), C-, miR-34a-5p, miR-34a-3p, miR-34b-5p, miR-34b-3p, mMiR-34c-5p vy
miR-34c-3p y se guardaron a una temperatura de -20°C hasta su uso. Los
sobrenadantes se colectaron por triplicado y se afiadieron a tubos Filtro centrifugo
Amicon® Ultra-0,5 (Millipore) de 12 ml para filtrarlos por centrifugacion a 5000xg por
45min. Después se recuperd el concentrado con una micropipeta y se introdujo en
la parte inferior del dispositivo de filtro y se retiré la muestra usando movimientos de
barrido de lado a lado para garantizar la recuperaciéon total del concentrado. El

concentrado se paso a tubos eppendorf de 1ml y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.3.3 Preparacion de muestray electroforesis

En tubos eppendorf de 1 ml se colocaron 12 ul de sobrenadante y se mezclaron con
6 pl de buffer de corrida (2.5% SDS, 1% sacarosa). EI SDS-PAGE vy los
sobrenadantes se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% que contiene 4 mg/ml
de gelatina (Sigma). Después de la electroforesis, los geles se renaturalizaron
lavando con Triton X-100 al 2.5% dos veces durante 30 min. Las bandas
transparentes del sustrato hidrolizado se desarrollaron mediante incubacion en
tampon de revelado (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, CaCl2 10 mM y ZnCl2) a 37 °C durante
48 h y se tifieron con 0.025% (p/v) de Coomassie blue R250 durante 1 h. La
actividad gelatinolitica de las bandas de MMP se cuantificé con el fotodocumentador
(programa Quantity One, sistema Gel Doc 2000, Bio-Rad, EE.UU).

23



6.4 Western Blot

6.4.1 Extraccion de Proteinas por Buffer de Lisis RIPA

Las células SiHa, HaCaT y C33-A, fueron tratadas con los compuestos de arsénico,
asi como la linea celular SiHa con los miembros de la familia miR-34, se agrego el
buffer de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCI pH 8 50 mM, SDS 0.1%, NP40 1%,
AEBSF 0.5 mM, Deoxicolato 10mM, 4 pellets de inhibidor de proteasas) y se dejaron
reposar por 5 minutos, se colectaron en un microtubo de 1.5 ml, se centrifugé
durante 15 min a 13,500 rpm. Se recuper6 el sobrenadante en otro microtubo de
1.5ml y se almacend la muestra a -20°C.

Se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford, posteriormente se tomaron
alicuotas con 15 pl y se les agrego leamli 1X (Leamli 5X (250 mM tris-HCI pH 6.8.
10% SDS, 50% glicerol, 10% beta-mercapto-etanol, 0.25% azul de bromofenol).
Después se hirivieron por 5 minutos para posteriormente cargarse en un gel de
SDS-poliacrilamida al 10% y 8 % y se corrio a 80 V constantes por 90 minutos en
buffer de corrida 1X (Buffer de corrida 5X (25 mM tris-base, 192 mM glicina, 1%
SDS). Se transfirid el gel a una membrana de nitrocelulosa (BioRad) por 120
minutos a 300 mA constantes utilizando buffer de transferencia 1X (Buffer de
transferencia 5X (25 mM tris-base, 192 mM glicina). Después se bloqueo por 2 horas
con solucion (PBS-tween 1X con 5% de leche). Al término del bloqueo se incubd la
membrana con anticuerpo primario (1:1000 para Notchl, Snaill, MMP2, TUBG y
beta actina) por 12 horas. Después se realizaron tres lavados con 10 ml PBS 1X-
Tween 20 al 1% durante 10 minutos a 65 rpm. Posteriormente se incub6 durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario para Notchl (anti-rabbit),
Snaill (anti-goat), MMP2 (anti-rabbit), TUBG (anti-mouse) y para beta actina (anti-
goat) 1:10000. Después se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS 1X Tween
20 al 1%, para posteriormente analizar la quimioluminiscencia mediante el kit ECL
(Santa Cruz Biotechnology), en el fotodocumentador (programa Quantity One,
sistema Gel Doc 2000, Bio-Rad, EE.UU).
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6.5 Analisis Estadistico

Los datos que se obtuvieron se sometieron a prueba Anova de una via y un post
hoc Dunett. En las gréficas se muestra la desviacion estandar y se considera que la

diferencia es significativa si el resultado obtenido es < a 0.05.

7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de MMP2 y MMP9 mediante diferentes concentraciones de
arsénico.

Para determinar si el NaAsO», As20O3 y NaoHAsO4 inhibe la actividad enzimatica de
MMP2 y MMP9 en lineas celulares SiHa, C33-A y HaCaT se realiz6 un ensayo de
zimografia. En la figura 4 se observa que la actividad enzimatica de MMP2 se
reduce significativamente desde 2500 nM de NaAsO: en linea celular SiHa (Figura
4ay 4b). Enla figura 4b se muestran los porcentajes de actividad de MMP2 con las
diferentes concentraciones de NaAsO: y se puede apreciar una disminucion de la
actividad de MMP2 a partir de 625nM y continua a 1250nM, respecto al control, sin
embargo, no se observan diferencias estadisticamente significativas (p=0.08 y
0.06). Los tratamientos con 2,500nM, 5000 nM y 10000 nM de NaAsO, muestran
un decremento de 21, 25 y 30%, con respecto al control, obteniendo diferencia
estadisticamente significativa (p=0.002. 0.02 y 0.02, respectivamente). En la figura
5 se observé que la actividad enzimatica de MMP2 se reduce significativamente
desde 625 nM hasta 10000nM de AsOs (Figura 5a y 5b). En la figura 5b se
muestran los porcentajes de actividad de MMP2 con las diferentes concentraciones
de As>O3Yy se puede apreciar diferencia estadisticamente significativa en todos los
tratamientos (p=0.01, 0.01, 0.005, 0.006 y 0.005). En la figura 6 se observo que la
actividad enzimatica de MMP2 se reduce significativamente en 10,000nM de
Na>HAsO, (Figura 6ay 6b). Enla figura 6b se muestran los porcentajes de actividad
de MMP2 con diferentes concentraciones de Na:HAsO4y se puede apreciar una
disminucion  desde 1,250nM, 2,500nM, 5,000nM de la actividad de MMP2 con

respecto al control, sin embargo, no muestra una diferencia estadisticamente
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significativa (p=0.1, 0.08 y 0.059). El tratamiento con 10000nM de NaHAsO4
muestra un decremento de 48%, con respecto al control, obteniendo diferencia
estadisticamente significativa (p=0.02). En la figura 7 se observé que la actividad
enzimatica de MMP2 se reduce significativamente en 5,000nM de NaAsO. en las
células C33-A (Figura 7a y 7b). En la figura 7b se observan los porcentajes de
actividad de MMP2 con diferentes concentraciones de NaAsO.y se puede apreciar
una disminucion desde 625nM, 1250nM, 2500nM y 10,000nM de la actividad de
MMP2 con respecto al control, sin embargo, no muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.058, 0.59, 0.07 y 0.056). El tratamiento con
5000nM de NaAsO, muestra una disminucion de la actividad de la MMP2
obteniendo diferencia estadisticamente significativa (p=0.005). En la figura 8 se se
puede apreciar que la actividad enzimatica de MMP2 se reduce significativamente
en 5,000nM y 10,000nM de As20s (Figura 8a 'y 8b). En la figura 8b se observan los
porcentajes de actividad de MMP2 con diferentes concentraciones de As>Ozy se
puede apreciar una disminucion en 625nM, 1250nM, 2500nM de la actividad de
MMP2 con respecto al control, sin embargo, no muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.056, 0.07 y 0.071). El tratamiento con 5000nM y
10,000nM de As:Oz muestra una disminucion obteniendo diferencia
estadisticamente significativa (p=0.008 y 0.003). En la figura 9 se muestra una
pequefia diminucion en la actividad enzimatica de MMP2 en 5000nM (Figura 9a 'y
8b). En la figura 9b se muestran los porcentajes de actividad de MMP2 con
diferentes concentraciones de Na:HAsO4y se puede apreciar s6lo una pequeia
diminucion en 2500nM, 5000nM y 10000nM, sin embargo, no muestran diferencia
estadisticamente significativa (p=0.09, 0.081, 0.06 y 0.1). En la figura 10 se observé
la actividad enzimatica de MMP2 y MMP9 en linea celular HaCaT, encontrando una
disminucién dependiente en MMP2 desde 1,250nM, mientras que en MMP9 no se
tiene una disminucion constante (Figura 10 a,10b y 10c). En la figura 10by 10c se
observan los porcentajes de actividad de MMP2 y MMP9 con diferentes
concentraciones de NaAsO; y se puede apreciar una disminucion desde 1,250nM,
2,500nM, 5,000nM y 10000nM de la actividad de MMP2 con respecto al control, sin

embargo, solo en 1250nM se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas (p= 0.001). La actividad de MMP9 se puede observar una pequefia
diminucién en 625nM, 2500nM, 5000nM y 1000nM, sin embargo, no es constante y
en ningun tratamiento se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Se
analizé la actividad enziméatica de MMP2 y MMP9 y encontramos que MMP2
disminuye significativamente desde 2500nM (Figura 1l1a, 11b), mientras que la
actividad de MMP9 aumenta en todos los tratamientos (Figuralla, 11c). En la figura
11by 11c se observan los porcentajes de actividad de MMP2 y MMP9 con diferentes
concentraciones de As:O3 y se puede apreciar una disminucién desde 2500nM,
5,000nM y 10000nM de la actividad de MMP2 con respecto al control, encontrando
diferencias estadisticamente significativas (p=0.005, 0.007 y 0.005), mientras que
en la actividad de MMP9 se puede apreciar un aumento en todos los tratamientos
625nM, 1250nM, 2500nM, 5000nM y 1000nM, sin embargo, no muestran
diferencias estadisticamente significativas (p=0.13, 0.067, 0.2, 0.23, 0.3y 0.26). En
la figura 12 se muestra la actividad enzimatica de MMP2 y MMP9, encontrando que
MMP2 disminuye desde 2,500nM en Na>HAsO4 (Figura 12a, 12b), mientras que la
actividad de MMP9 aumenta constantemente su actividad desde 625nM (Figural2a,
12c). En la figura 12b y 12c se observan los porcentajes de actividad de MMP2 y
MMP9 con diferentes concentraciones de Na>HAsOs se puede apreciar una
pequefia disminucion en 1250nM y 2500nM en la actividad de MMP2, sin embargo,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.065 y 0.058). La
actividad de MMP9 muestra un aumento en todos los tratamientos (625nM, 1250nM,
2500nM, 5000nM y 1000nM), no obstante, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 4. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células SiHa tratadas con NaAsO..
(a) La linea celular SiHa se trat6 con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de

NaAsO; y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enziméatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas obtenidas de tres experimentos independientes.
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Figura 5. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células SiHa tratas con As203.
(a) La linea celular SiHa se trat6 con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de

As;03 y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimética de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas de tres experimentos independientes.
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Figura 6. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células SiHa tratadas con Na;HAsO..
(a) La linea celular SiHa se trat6 con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de

Na:HAsO, y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enziméatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas de tres experimentos independientes de MMP2.
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Figura 7. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células C33-A tratadas con NaAsO..

(a) La linea celular C33-A se tratdé con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de
NaAsO: y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas de tres experimentos independientes.
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Figura 8. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células C33-A tratadas con As;03

(a) La linea celular C33-A se tratdé con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de
As;03 y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas de tres experimentos independientes de MMP9.
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Figura 9. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en células C33-A tratadas con NazHAsO,

(a) La linea celular C33-A se tratdé con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de
Na;HAsO4y se incubo por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria

de las bandas de tres experimentos independientes de MMP9.

33



MMP9

MMP2

(b) (c)

150' 150_
100+

501

% de actividad de MMP2
% de actividad de MMP9

Figura 10. Evaluacién de MMP2 y MMP9 en linea celular HaCaT tratas con NaAsO..
(a). La linea celular HaCaT se trat6 con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM
de NaAsO: y se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimatica
de MMP2 y MMP9 por zimografia. Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria
de las bandas de tres experimentos independientes en MMP2 (b) y MMP9 (c).
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Figura 11 Evaluacién de MMP2 y MMP9 en linea celular HaCaT tratadas con As20O:s.

(a) La linea celular HaCaT se traté con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM
de As203 Yy se incubd por 72 horas para posteriormente analizar la actividad enzimatica de
MMP2 y MMP9 por zimografia. Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria de

las bandas de tres experimentos en MMP2 (b) y MMP9 (c).
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Figura 12. Evaluacion de MMP2 y MMP9 en linea celular HaCaT tratadas con
Na2HAsO4. (a)La linea celular HaCaT se tratd con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y
10000 nM de Na>AsHO4y se incub6 por 72 horas para posteriormente analizar la actividad
enzimatica de MMP2 y MMP9 por zimografia. Se realizé un andlisis semicuantitativo por

densitometria de las bandas de tres experimentos en MMP2 (b) y MMP9 (c).
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7.2 Evaluaciébn de TUBG en células SiHa tratadas con diferentes
concentraciones de NaAsO,.

Para determinar si el NaAsO;inhibe la expresién de TUBG en linea celular SiHa, se
realizé un Western Blot. En el Western Blot se observé que la expresion de TUBG
se reduce significativamente desde 5,000nM de NaAsO: (Figura 13ay 13b). Enla
figura 13b se muestran los porcentajes de expresion de TUBG con las diferentes
concentraciones de NaAsO:y se puede apreciar una disminucién en 1,250nM y
2500nM de la expresion de TUBG con respecto al control, sin embargo, no muestran
diferencia estadisticamente significativa (p=0.058 y 0.06). Los tratamientos con
5000nM y 10000 nM de NaAsO> muestran un decremento de (TUBG), con respecto
al control, obteniendo diferencia estadisticamente significativa (P= 0.0008 y
0.00005) respectivamente.
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Figura 13. Evaluacién de TUBG en linea celular siHa tratadas con NaAsO:

(a) La linea celular SiHa se tratdé con 625nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10000 nM de
NaAsO.y se incubd por 72 horas para posteriormente realizar extraccion de proteina y
evaluar TUBG por Western Blot, se usé como control constitutivo B-actina. (b) Se realiz6 un
analisis cuantitativo por densitometria de las bandas obtenidas de tres experimentos
independientes.
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7.3 Sitios de unidén entre la familia miR-34 y sus potenciales blancos MMP2,
MMP9, Notchly Snaill.

Para determinar los sitios de union de la familia miR-34 sobre la regién codificante
y las regiones no traducibles 5’ y 3’ (5’UTR y 3'UTR) de MMP2, MMP9, Notchl y
Snaill se hizo una busqueda en la base de datos Targetscan, en la cual se encontré
una hibridacion en los brazos miR-34c-5p y miR-34a-5p con MMP2 (Figura 14). El
brazo 5p del miR-34a hibrida con la regién codificante de MMP9, mientras que el
brazo 5p del miR-34c hibrida con la region 3-UTR de MMP9(figura 15). miR-34a-
5p (A), miR-34b-3p (B) y miR-34c-5p (C) hibridan con el 3'UTR del factor de
transcripcion Snaill (Figura 16). El miR-34 a-5p (A), miR-34b-3p (B) y miR-34c-5p
(C) hibrida con la region 3'UTR de Notchl (Figura 17). Los miembros de la familia
miR-34 comparten una similitud del 54% por lo tanto se tiene una probabilidad alta

de que el brazo 3p muestre un efecto.

5'-CAGGCCCUUCCUCUCCACUGCCU- 3' MMP2
NERREN
3" -UGUUGGUCGAUUCUGUGACGGU- 5' hsa-miR-34a -5p

5' -CAGGCCCUUCCUCUCCACUGCCU- 3" MMP2
FEEErnd
3' -CGUUAGUCGAUUGAUGUGACGGA- 5' hsa-miR-34c -5p

Figura 14. Sitios de unién de MMP2 con miR-34a-5p y miR-34c-5p. Los brazos de la
familia miR-34 que hibridan con MMP2 se resaltan mediante una unién esquematizada.

5 -UGGCAGGGGGAAGAUGCUGCUG-3' MMP9 CDS
R R RN RN
3' -UGUUGG- UCGAUUCUGUGACGGU- 5' hsa-miR-34a-5p

9" -CUUCAAUUAUUAACACUGCCG- 3' MMP9

FEEETT
3' -CGTTAGTCGATTGATGTGACGGA- 5' hsa-miR-34¢-5p

Figura 15. Sitios de unién de MMP9 con miR-34a-5p y miR-34c-5p. Los brazos de la
familia miR-34 que hibridan con MMP9 se resaltan mediante una unién esquematizada.
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(a) (b)

miRNA 3' ugUUGGUCGAUUCUGUGACGGU 5° miRNA 3" uaCCGUC-ACC-----UC---AAUCACUAAC 5°

Target 5° acAUCCUUCU----CACUGCCa 3° Target 5' agGGCAGCTGGCCCCCAGCCCTGRGGRATTC 3'

(c)

miRNA 3" cgulAGUCGAUUGAUGUGACGGE 5'

Target 5' cacATC--CT-TCT-CACTGCCa 3'

Figura 16. Interaccion de Snaill con los miembros de la familia miR-34a-5p (a), miR-
34b-3p (b) y miR-34c¢-5p (c). Los brazos de la familia miR-34 que hibridan con snaill se
resaltan mediante una unién esquematizada.

(a) (b)
miRNA 3" uguuggucgaUUCUGUGACGGY 5 miRNA 3' uaccgucacCUCAA----UCACUAAC 5'
n I
Target 5 uuucuggggahAGACACUGLCY 3 Target 5' acagasaaaGACTTTAAAAGTGATc 3°
(c)

miRMA 3" cguuAG-UCGAUUGAUGUGACGG: 5

Target 5" ctttTCTGEEGAAAGACACTGCCE 3

Figura 17. Interaccion de Notchl1 con los miembros de la familia miR-34a-5p (a), miR-
34b-3p(b) y miR-34c-5p (c). Los brazos de la familia miR-34 que hibridan con Notchl se
resaltan mediante una unién esquematizada.
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7.4 Evaluacion de la expresion de MMP2, Notchl y Snaill en células SiHa
transfectadas con la familia miR-34

Para determinar si los miembros de la familia miR-34 inhiben la expresién de MMP2,
Notchl y Snaill en linea celular SiHa, se realiz6 un Western Blot. En la figura 18 se
observé que la expresion de MMP2 se reduce significativamente en el brazo miR-
34c-3p, encontrando diferencias estadisticamente significativas (p=0.04), mientras
gue en los otros brazos miR-34a-5p y miR-34a-3p aumenta la expresién, no
obstante, no se encontraron diferencias significativas (figura 18ay 18b). En la figura
19 se observo que la expresion de Noctl se reduce en el brazo miR-34c¢c-5p y miR-
34c-3p, sin embargo, no se pudieron completar los tres experimentos
independientes, por lo cual no se realizaron pruebas estadisticas. En la figura 19
se observo que la expresion de snaill disminuye en el brazo miR-34b-3p, de igual
manera no se completaron los tres experimentos independientes de snaill, por lo

cual, no se realizo pruebas estadisticas.
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Figura 18. Evaluacién del efecto de los miembros de la familia miR-34 sobre MMP2.

(a) Efecto de los miembros de familia miR-34 sobre MMP2. Se transfectaron células SiHa
con 5 nM de cada uno de los miembros de la familia miR-34 y se incub6 por 72 horas para
posteriormente analizar la proteina MMP2 por western blot. Se usé como control de carga

B-actina. (b) Se realiz6 un andlisis semicuantitativo por densitometria de las bandas
obtenidas de tres experimentos independientes.
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Notchl

(a)

B-Actina

250 1
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% de expresion de Notchl

Figura 19. Evaluacién del efecto de los miembros de la familia miR-34 sobre Notch1l.

(a) Efecto de los miembros de familia miR-34 sobre Notchl. Se transfectaron células SiHa
con 5 nM de cada uno de los miembros de la familia miR-34 y se incub6 por 72 horas para
posteriormente analizar la proteina Notchl por western blot. Se us6 como control de carga
B-actina. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria de las bandas
obtenidas en el experimento mostrado en (a).
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Figura 20. Evaluacién del efecto de los miembros de la familia miR-34 sobre Snaill
(a) Efecto de los miembros de familia miR-34 sobre Snaill. Se transfectaron células SiHa
con 5 nM de cada uno de los miembros de la familia miR-34 y se incub6 por 72 horas para
posteriormente analizar la proteina Snaill por western blot. Se usé como control de carga
B-actina. (b) Se realizé un andlisis semicuantitativo por densitometria de las bandas

obtenidas en el experimento mostrado en (a).
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7.5 Evaluacién de la actividad enzimatica de MMP2 y MMP9 en células SiHa
transfectadas con los miembros de la familia miR-34.

Para determinar si los miembros de la familia miR-34 inhibian la actividad de MMP2
y MMP9, se realizé un ensayo de zimografia. En el zimograma de observé que la
actividad de MMP2 disminuye significativamente en el brazo miR-34 a-3p (figura
2la y 21b), mientras que la actividad de MMP9 disminuye significativamente en
miR-34 a-5p, miR-34b-3p, miR-34c-5p y miR-34c-3p (figura 21 a y 21c).
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Figura 21. Evaluacion de MMP2 y MMP9 en células SiHa transfectadas con los
miembros de la familia miR-34. Las células SiHa se transfectaron con la familia miR-34 y
se obtuvieron sobrenadantes, a partir de los cuales se evaluo el efecto enzimatico de la
endodipasa MMP2 y MMP9 mediante zimografia. Se realizd un analisis semicuantitativo

por densitometria de las bandas obtenidas en el experimento mostrado en (a).
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8. DISCUSION

El As;O3z se ha utilizado como reactivo terapéutico en varios tipos de carcinomas
(Shen, Chen et al. 1997). En la actualidad, el farmaco esta indicado como un
medicamento contra el cancer de amplio espectro mediante la induccion de la
apoptosis para una variedad de carcinomas, entre ellos Leucemia promielocitica
aguda (APL), otras células leucémicas mieloides, carcinomas de eséfago, prostata
y ovario (Kang, Yi et al. 2004). Estudios in vitro e in vivo demuestran que el arsénico
ejerce un amplio espectro de efectos anticancerosos por induccién de la apoptosis,
inhibicién de la proliferacion celular, antiangiogénesis y posible inmunomodulacion
(Antman 2001). Estudios recientes sefialan que el tratamiento de las células
cancerosas cervicales humanas con As»O3 induce la disipacion del potencial de
membrana mitocondrial (m), la translocacion de AIF de las mitocondrias al nucleo y
la posterior muerte celular (Chun, Park et al. 2002). Sin embargo, dependiendo del
estado de oxidacion del arsénico influye en las vias de sefializacion que se activan.
La metastasis es uno de los eventos moleculares y celulares que determinan la
supervivencia de los pacientes con cancer. En este sentido se han analizado la
actividad de las MMPs en respuesta a diferentes compuestos de arsénico. La
actividad de As203, NaAsO2y Na:HAsO4 sobre la migracion e invasion celular no
esta caracterizada en cancer cérvico-uterino es por ello que en el presente trabajo
se evaluo el efecto del As203, NaAsO2y Na:HAsO4 sobre la actividad de MMP2 y
MMP9 en las lineas celulares SiHa, C33-A y HaCaT. En el tratamiento con As;O3
encontramos una diminucion en la actividad de MMP2 en todas las lineas celulares
de manera dependiente de la concentracion. El trabajo de Dizaji et al. mostré una
diminucion en la expresion de MMP2 en lineas celulares de cancer de glioblastoma
tratadas con As>Oz (Dizaji, Malehmir et al. 2012).

En nuestro trabajo encontramos una disminucion desde 625 hasta 10000 nM de
As>0O3z en células SiHa y HaCaT mientras que en C-33A no encontré una diferencia
estadisticamente significativa lo que sugiere un efecto dependiente de la linea

celular.
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La linea celular SiHa responde al tratamiento con NaAsO: que se observo una
disminucion de la actividad de MMP2. Cabe resaltar que en células HaCaT
Unicamente se encuentra efecto en la concentracion 1250 nM de manera
significativa, aunque se aprecia una tendencia a disminuir su actividad en respuesta
a NaAsO.. De manera interesante la actividad de MMP9 Unicamente se logré
observar en la linea celular inmortal HaCaT, pero no en células tumorales SiHay C-
33A. Por otro lado, en el tratamiento con NaHAsO4 se obtuvo una disminucién de
la actividad de MMP2 a 10000 nM en células SiHa mientras que en HaCaT y C-33A
no se observé una disminucién significativa inclusive en células HaCaT se observa
un incremento lo que sugiere que la composicion de los compuestos de arsénico
determina el efecto molecular. La inhibicion de MMP2 en respuesta a As:O, y
NaAsO: sugiere que la invasion celular se afectaria, no obstante, se necesitan
estudios adicionales para corroborarlos. Sin embargo, el analisis sobre TUBG
sugiere fuertemente que la migracion e invasion celular se afectan en respuesta a
As;0, y NaAsO: ya que esta proteina esta implicada en la progresion tumoral. Se
ha observado que en meduloblastoma, mielomas, carcinoma de células no
pequefas, cancer de mama, gliomas y glioblastoma el patron de localizacion y los
niveles de expresion de TUBG estan alterados (Caracciolo, D'agostino et al. 2010).
En el presente trabajo encontramos una diminucion de TUBG dependiente de la
concentracion de NaAsO: en células SiHa lo que sugiere que el proceso de
migracion se ve afectado de manera especifica por NaAsO.. Los genes regulados
por los compuestos de arsénico son muy variados. Dentro de los genes regulados
negativamente encontramos a la oncoproteina E6 de VPH16+ que por consiguiente
induce incremento de p53 (Zheng, Deng et al. 1999), activando sus genes efectores
como p21 y los miembros de la familia miR-34 (Wang et al 2009). Lo que permite
sugerir que el efecto de los compuestos de arsénico produce su efecto via el sistema
p53-miR-34.

Se ha demostrado que la expresion ectépica de los miembros de la familia miR-34
induce apoptosis, detencion del ciclo celular o senescencia, migracién e invasion
mediante la inhibicibn de genes relacionados con estos procesos celulares

(Hermeking 2010). Por lo tanto, en el presente trabajo sugerimos que el mecanismo
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molecular podria ser As>03/NaAsO2/p53/miR-34 para inhibir proliferacion y
migracion celular en cancer cérvico-uterino a través de las proteinas MMP2 y
MMP9, vy los reguladores Snaill y Notchl. En este trabajo se encontr6 mediante
andlisis bioinforméticos que las proteinas MMP2 y MMP9 son blancos directos de
la familia miR-34, ya que miR-34a-5p y miR-34c-5p hibridan con la region 3’'UTR de
MMP2 y MMP9. En nuestro trabajo encontramos que la sobre-expresion de miR-
34b-3p y miR-34c-5p disminuye la expresion de la proteina MMP2 mientras que el
miR-34a-3p disminuye su actividad enzimatica abriendo la posibilidad de una
regulacion indirecta a través de (TIMPs) que activan a MMP2 (Arpino, Brock et al.
2015). La sobre-expresién de miR-34a-5p, miR-34b-3p, miR-34c-5p y miR-34c-3p
disminuyen la actividad enzimética de MMP9. Cabe mencionar que el miR-34b-3p
no tiene sitios de union en el 3'UTR de MMP2 y 9, sin embargo, los miembros de la
familia presentan una alta homologia y comparten cientos de blancos (Cordova-
Rivas et al 2019). Por otro lado, en estudios de cancer de colon, los niveles de
proteina MMP2 y MMP9 disminuyeron en células transfectadas con miR-34a-5p
mediante la inhibicion de Fra-1. Este factor transcripcional induce directamente la
actividad transcripcional a través de la interaccion con el promotor de MMP2. Por lo
gue, la inhibicion indirecta de la MMP2 por miR-34a-5p inhibe la migracion e
invasion celular (Wu, Wu et al. 2011). Es importante resaltar que la inhibicion de
MMP2 y MMP9 es similar en nuestro trabajo al de Wu et al 2011, no obstante,
nosotros no determinamos si la inhibicién se debe a un efecto directo sobre la regiéon
3'UTR o sobre la region codificante por lo que se necesitan estudios adicionales
para discernir el mecanismo inhibicién de las MMPs por los miembros de la familia
miR-34 en cancer cérvico-uterino. En este mismo sentido otro regulador maestro de
la expresion transcripcional es Notch1. En nuestro trabajo encontramos mediante
analisis bioinformaticos que Notch1 hibrida con los miembros de la familia miR-34a-
5p, miR-34b-3p y miR-34c-5p. Cabe resaltar que los datos experimentales no
correlacionan con los datos in silico, ya que en la sobre-expresion de miR-34c¢c-5p y
miR-34c-3p se observa una disminucidn de Notch1 con respecto a los controles. En
contraste Pang et al encontré que miR-34a-5p inhibe la invasividad a través de la

regulacion de la via Notch en células derivadas de cancer cervical (Pang, Leung et
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al. 2010). En cancer de pancreas el miR-34a-5p, miR-34b-5p y miR-34c-5p
inhibieron la expresion de Notch1 (Ji, Hao et al. 2009). Estos estudios claramente
muestran una regulacion de las hebras 5p de los miembros de la familia miR-34
sobre Notch1, sin embargo, en nuestro trabajo observamos efecto tanto por el brazo
5p y 3p del miR-34c, aunque se necesitan ensayos adicionales para caracterizar
dicho efecto. Otro regulador importante de la expresion de MMP2 y 9 es el factor
transcripcional Snail1. Se encontré mediante andlisis bioinformaticos que los
miembros de la familia miR-34a-5p, miR-34b-3p y miR-34c¢-5p hibridan con la region
3’UTR de Snail1. Con la sobre-expresion de los miembros de la familia miR-34a-
3p, mMiR-34b-3p y miR-34c-3p se observa una disminucion de Snail1 lo que
correlaciona con los estudios previos que muestran que los brazos 5p de los
miembros de la familia miR-34 suprimen la expresion de Snail1 al unirse a su 3'UTR
en células de carcinoma de colon, mama y pulmén (Kim, Kim et al. 2011). Sin
embargo, aun faltan estudios sobre la expresion de Snail1 en cancer cervico-uterino
y los miembros de la familia miR-34. Los compuestos de arsénico regulan diferentes
genes en células derivadas de cérvix probablemente a través del sistema p53-miR-
34. Este trabajo permite vislumbrar un paso mas en el mecanismo molecular de los
As203, NaAsO2, NazHAsO4, y los miembros de la familia miR-34 sobre la regulacion

de los MMP2 y 9 que son fundamentales en la invasion de células tumorales.
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9. CONCLUSIONES

La actividad enzimatica de MMP2 es dependiente de la concentracion de
As>03 y NaAsO: en las células SiHa, C-33A y HaCaT.

La expresion de la proteina TUBG disminuyé en la linea celular SiHa y es
dependiente de la concentracion de NaAsO..

La expresion de MMP2, Notchl y Snaill en la linea celular SiHa

transfectadas con los miembros de la familia miR-34 son regulados por el
miR-34a-3p, miR-34b-3p, miR-34c-5p y miR-34c-3p.

La actividad enzimatica de MMP2 y MMP9 en linea celular SiHa
transfectadas con los miembros de la familia miR-34 son reguladas por el
miR-3a-5p, miR-34 a-3p, miR-34b-3p, miR-34c-5p y miR-34c-3p en la linea
celular SiHa.

10. PERSPECTIVAS

Evaluar la Expresion de MMP2, MMP9, Notchl y Snaill mediante RT-PCR.
Evaluar la expresion de MMP9 mediante Western Blot.

Evaluar la actividad enzimatica de MMP2 y MMP9 en mas lineas celulares
derivadas de cancer cérvico-uterino.

Evaluar p53 y los niveles de expresion de los miembros de la familia en lineas

celulares derivadas de cancer cérvico-uterino tratadas con los diferentes
compuestos de arsénico.
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