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|. RESUMEN

A nivel mundial el cancer cérvico uterino (CaCU) es el segundo cancer mas
frecuente en mujeres y la infeccion persistente por VPH-AR es el principal factor
de riesgo para su aparicién. Los factores epigenéticos como la expresion
desregulada de microRNAs (miRNAs) también contribuyen a su desarrollo ya
gue tienen como funcion regular la expresion de genes que al traducirse a
proteinas participan como moléculas clave de vias de sefializacion, por ejemplo,
las vias EGFR, PI3K/Akt, MAPK, STAT3, Notch y HGF/c-Met, que favorecen
procesos de proliferacién, migracion, invasion e inhiben la apoptosis. La region
3’ UTR del mRNA de c-Met tiene sitios de union para miR-23b, ademas, c-Met
se encuentra sobreexpresado en tejidos y en lineas celulares de CaCU (C33A,
HelLa y CaSki) y se relaciona inversamente con el nivel de expresion de miR-
23b, en consecuencia, disminuye la migracién e invasion en varios tipos de
cancer, incluyendo CaCU. Por otro lado, en cancer pulmonar y melanoma se ha
reportado que la activacion de moléculas rio abajo de c-Met, tales como: Gabl
y FAK aumenta la proliferacién, migracién e invasion celular. En CaCU la
sobreexpresion de c-Met se ha asociado con aumento en la migracién e invasion
celular, sin embargo, el mecanismo de regulacion de c-Met sigue siendo
desconocido. Objetivo: Analizar en la via c-Met el nivel de fosforilacion de Gab1l
y FAK y la actividad migratoria e invasiva de células HaCaT, C33A y CaSki en
respuesta a la sobreexpresion de miR-23b. Materiales y métodos: Se utilizaron
las lineas celulares HaCaT, C33A y CaSki transfectadas con un plasmido
inductor de miR-23b-3p y se determind la capacidad migratoria e invasiva
mediante ensayos de cierre de herida y ensayos con camaras Transwell
revestidas con Matrigel; para conocer los niveles de fosforilacion de Gabl (Tyr
307) y FAK (Tyr 397) se realizaron ensayos de Western Blot con anticuerpos
especificos para estas moléculas. Resultados: Se encontré que en células
CaSki la sobreexpresion con pMIR23b-3p disminuye la migracion, invasion
celular y el nivel de fosforilacion de Gabl (Tyr 307) y FAK (Tyr 397).
Conclusion: miR-23b disminuye la migracion e invasion celular a través de la

via de sefalizacion c-Met/Gab1/FAK en células CaSki.

Palabras clave: Cancer cérvico uterino, miR-23b-3p, c-Met, Gabl, FAK.



II. ABSTRACT

Cervical uterine cancer (CaCU) is the second most frequent cancer in women
and persistent infection by HPV-AR is the main risk factor for its onset.
Epigenetic factors such as the deregulated expression of microRNAs (miRNAS)
also contribute to their development since they have as a function to regulate the
expression of genes that when translated into proteins participate as key
molecules of signaling pathways, for example, EGFR, PI3K/Akt, MAPK, STAT3,
Notch and HGF/c-Met, which favor processes of proliferation, migration, invasion
and inhibit apoptosis. The 3' UTR region of c-Met mRNA has binding sites for
miR-23b, in addition, c-Met is overexpressed in tissues and cell lines of CaCU
(C33A, HelLa and CaSki) and is inversely related to the level expression of miR-
23b, consequently, decreases migration and invasion in several types of cancer,
including CaCU. On the other hand, in lung cancer and melanoma it has been
reported that the activation of molecules downstream of c-Met, such as: Gabl
and FAK increases proliferation, migration and cellular invasion. In CaCU the
overexpression of c-Met has been associated with increased migration and
cellular invasion, however, the mechanism of regulation of c-Met remains
unknown. Objective: to analyze the level of phosphorylation of Gabl and FAK
in the c-Met pathway and the migratory and invasive activity of HaCaT, C33A
and CaSki cells in response to the overexpression of miR-23b. Materials and
methods: HaCaT, C33A and CaSki cell lines transfected with a miR-23b-3p
inducer plasmid were used and migratory and invasive capacity was determined
by wound closure assays and trials with Transwell Chambers coated with
Matrigel; to know the phosphorylation levels of Gabl (Tyr 307) and FAK (Tyr
397), western blot assays were performed with specific antibodies for these
molecules. Results: It was found that in CaSki cells overexpression with
pMIR23b-3p decreases migration, cellular invasion and the level of
phosphorylation of Gabl (Tyr 307) and FAK (Tyr 397). Conclusion: miR-23b
decreases cell migration and invasion through the c-Met/Gab1/FAK signaling
pathway in CaSki cells.

Key words: Cervical uterine cancer, miR-23b-3p, c-Met, Gabl, FAK



l1l. INTRODUCCION

El cancer cérvico uterino (CaCU) es el segundo cancer mas frecuente en mujeres
y la séptima neoplasia con mayor incidencia en el mundo, con un estimado de
528,000 casos nuevos y 266,000 muertes por afo (GLOBOCAN, 2012). La
infeccidn persistente por virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) es la
principal causa para su desarrollo (Au-Yeung et al., 2017), sin embargo, no es
suficiente para inducir cambios malignos; otros factores de tipo ambientales,
genéticos y epigenéticos como la regulacion mediada por microRNAs (miRNAS)
contribuyen al desarrollo del CaCU (Sato et al., 2011; Diaz-Gonzélez et al., 2016).

Los miRNAs son pequefios RNAs endbgenos no codificantes cuya funcion principal
es la regulacion de la expresion génica a nivel post-transcripcional mediante su
union a la region 3’ no traducida (3° UTR) de un mRNA blanco, induciendo la
degradacion o inhibicion de la traduccion del mismo (Reddy., 2015; Gonzalez-
Quintana et al., 2016). Diversos estudios sefialan que existe desregulacion en los
perfiles de expresion de miRNAs en cancer; principalmente miRNAs que tienen
como blanco mRNAs que codifican para proteinas reguladoras de diferentes vias
de sefalizacion tales como ligandos, receptores, moléculas adaptadoras y factores
de transcripcion (Frixa et al., 2015; Peng & Croce., 2016).

La desregulacion de miRNAs induce alteraciones en vias de sefializacién como las
vias EGFR, PI3K/Akt, MAPK, STAT3, Notch y HGF/c-Met; que conllevan a cambios
negativos en procesos celulares como diferenciacion, proliferacion, apoptosis,

angiogénesis, control del ciclo celular, migracion e invasion celular (Chen, 2015).

Se ha reportado una disminucion en los procesos de proliferacion, migracion e
invasion mediados por la cinasa Src, cuando se sobreexpresa miR-23b en cancer
de préstata (Majid et al., 2012), en cancer de vejiga por la alteracion de ZEBly c-
Met (Chiyomaru et al., 2015), en cancer de ovario a través de CCNG1 y RUNX2
(Yang et al., 2016), en glioblastoma a través de Pyk2 (Loftus et al., 2012), en cancer
hepatocelular a través de c-Met (Salvi et al., 2009) y en CaCU a través de uPAy c-
Met (Au-Yeung et al., 2011; Au-Yeung et al., 2017). Adicionalmente, en CaCU se
ha reportado que la desregulacion en la actividad de la via c-Met/HFG aumenta la

capacidad de migracion, proliferaciéon e invasion celular (Boromand et al., 2017).



c-Met regula procesos como migracién e invasién en varios tipos de cancer,
incluyendo CaCU, pero se desconoce el mecanismo por el cual modula estos
procesos. La evidencia indica que la region 3° UTR del mRNA de c-Met tiene sitios
putativos de unidn para miR-23b (Campos-Viguri et al., 2015). Salvi et al., (2009),
mediante ensayos de luciferasa confirmaron que la region 3’ UTR del mRNA de c-
Met interacciona con miR-23b en células de carcinoma hepatocelular, reportando
que el transcrito de c-Met tiene 3 sitios con secuencias complementarias a miR-
23b. Chiyomaru et al., (2015) validaron dos sitios de unién al mRNA de c-Met, en
las posiciones 1019-1026 y 2065-2072 en células de cancer de vejiga, sitios
también predichos por analisis bioinformatico. Basados en estas evidencias, es

muy probable que miR-23b regule la expresion de c-Met en CaCU.

c-Met es un receptor tirosina cinasa (RTKs) de superficie celular que activa
multiples vias de transduccion de sefiales a través de su union al factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF). Este receptor esta integrado por una cadena
extracelular a de 50 kDa y una cadena transmembranal 3 de 140 kDa (Zhang et al.,
2018). La union del HGF a c-Met conduce a la homodimerizacion y autofosforilacién
del receptor en sus residuos de tirosina; los aminoacidos fosforilados funcionan
como sitios de acoplamiento para moléculas adaptadoras como Gabl, que al
fosforilarse en el residuo Tyr 307 induce la activacion de moléculas como la cinasa
de adhesion focal (FAK). Las sefales que viajan por esta via promueven motilidad,
migracion, invasion y metastasis (Cao et al.,, 2015). Gabl es una proteina
adaptadora de 110 kDa que promueve la tumorigénesis y actia como proteina
amplificadora de la sefializacién de multiples receptores, principalmente de RTKs
como c-Met (Wang et al., 2015). El incremento de la expresion de Gab1 contribuye
a la progresion tumoral en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(Hoeben et al., 2013), cancer de ovario (Hu & Li., 2016) y colangiocarcinoma
intrahepatico (Sang et al., 2015). En este ultimo tipo de cancer, se reporta que la
proliferacion e invasion esta regulada por la via PI3K/Akt. La cinasa de adhesion
focal (FAK) es una proteina tirosina cinasa intracelular citoplasmatica de 125 kDa
gue tiene un papel esencial durante el desarrollo embrionario; asi como en la
patogénesis de enfermedades cardiovasculares y cancer (Zeng et al., 2016). Se ha
reportado que FAK se encuentra en sitios de union de matriz celular e involucrada

en migracion, invasion y apoptosis. La expresion mRNA vy proteina de FAK esta



desregulada en cancer de pulmén, de ovario, de mamay CaCU (Kong et al., 2017).
El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la sobreexpresion de miR-23b
en la migracion e invasion de lineas celulares de CaCU y conocer si los cambios

en esos procesos celulares se relacionan con la activacion de Gabl y FAK y con el
nivel de c-Met.



IV. MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular

Se utilizaron lineas celulares CaSki (ATCC ® CRL-1550 ™) (450 a 600 copias de
VPH-16 integrado en su genoma), C33A (ATCC ® HTB-31 ™) (Negativo para VPH)
y HaCaT (queratinocitos inmortalizados); las cuales se cultivaron en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) o en medio DMEM/F12, ambos suplementados
con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU). Las células se incubaron a una temperatura de 37°C en

atmosfera himeda con 5% de CO2, hasta obtener una confluencia del 80%.
Transfecciéon del plasmido inductor de miR-23b-3p

Las células CaSki, C33A y HaCaT fueron transfectadas con 5 ug del plasmido
inductor pMIR23b-3p con el reactivo de transfeccion FUGENE (Promega, Madisson,

Wisconsin, EE. UU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Extraccion de RNA total y obtencion de proteinas

La extraccion de RNA total y obtencion de proteinas de las lineas celulares antes y
después de la transfeccion se hizo con el reactivo TRIzol (Invitrogen Carlsbad,
California, EE. UU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La cuantificacion
y pureza del RNA total se determiné utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop
2000c UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU) a una longitud
de onda de 260 nm. La integridad del RNA total se verific6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. El RNA se almacend a -70°C y las proteinas totales a -

20°C hasta su uso.
Cuantificacion de proteinas totales

Para cuantificar las proteinas totales provenientes de las lineas celulares, se hizo
una curva estandar utilizando Albamina Sérica Bovina (BSA) (Sigma Aldrich, San
Luis, Misuri, EE.UU.) que se leyd en un espectrofotdmetro Multiskan GO (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU) a una longitud de onda de 562 nm. La
concentracion de proteinas se cuantificd usando el método de acido bicinconinico
(BCA) con el Kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EE. UU).



Expresion de miR-23b por RT-qPCR

La expresion de miR-23b-3p se determin6 en un equipo ABI 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, California, EE. UU), utilizando ensayos
TagMan para miRNAs de acuerdo a las instrucciones del fabricante, hsa-miR-23b-
3p (000400, AUCACAUUGCCAGGGAUUACC, Applied Biosystems, Foster City,
California, EE. UU). La expresion de miR-23b se normalizé con el control endégeno
hsa-miR-92a (000431, UAUUGCAUUGUCCCGGCCUGU, Applied Biosystems,
Foster City, California, EE. UU). La transcripcion reversa se realiz6 utilizando 5 ng
de RNA total en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). Se determiné el nivel de expresion relativa de miR-23b
mediante el método comparativo -222CT. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.
Western Blot

Se separaron 30 ug de extracto proteico mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10% y 14%; las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm (Bio-
Rad, Hercules, California, EE. UU), durante 105 min en buffer de transferencia (25
mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, 0.03% SDS, pH 8.3). Al término de la
electrotransferencia las membranas fueron blogueadas con leche baja en grasa al
5% o con BSA al 3% en TBS-Tween 20 a temperatura ambiente durante 1 h,
posteriormente las membranas se incubaron con diluciones apropiadas de
anticuerpos primarios especificos durante toda la noche a 4°C, en agitacion
constante, seguido de incubacién con anticuerpo secundario durante 1 h a
temperatura ambiente. Las bandas obtenidas fueron observadas en un equipo de
guimioluminiscencia ChemiDoc MP System (Bio-Rad, Hercules, California, EE.
UU). La intensidad de la banda de proteinas se analiz6 mediante el software Image

Lab (V.6.0.). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: FAK (D2R2E) (Cat. #13009, Cell
Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU) dilucion 1:3000, Phospho-FAK
(Tyr397) (D20B1) (Cat. #8556, Cell Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU)
dilucion 1:1000, Gab1 total (Cat. #3232, Cell Signaling Technology, Massachusetts,
EE. UU) dilucién 1:1000, Phospho-Gabl (Tyr307) (Cat. #3234, Cell Signaling



Technology, Massachusetts, EE. UU) dilucién 1:3000, GAPDH (6C5, sc-32233,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EE. UU) dilucion 1:5000.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti IgG-HRP de conejo (Cat. #7075,
Cell Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU) dilucion 1:5000 y anti IgG-HRP
de raton (115-035-003, Jackson ImmunoResearch, EE. UU) dilucion 1: 20,000.

Ensayo de migracion celular

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de miR-23b en la migracion de células
HaCaT, C33A y CaSki se realizé un ensayo de cierre de herida. 6x10* células
previamente transfectadas con 5 pg de pMIR23b-3p, pSilencer y células no
transfectadas en medio libre de SFB (48 h) se cultivaron en placas de 6 pozos con
medio DMEM suplementado con 10% de SFB hasta obtener una confluencia del
80%. Se realizé una herida lineal (estria) a la monocapa de células con una punta
estéril de una micropipeta de 200 pL. Los residuos celulares se eliminaron lavando
la monocapa con PBS 1X, pH 7.4. Las placas se incubaron a 37°C con 5% de CO..
El progreso de la migracion celular y cierre de la herida se cuantifico utilizando un
microscopio invertido con camara acoplada a las 0, 24 y 48 h. Los datos se
presentaron como porcentaje de migracion. Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.
Ensayo de invasion celular

Los ensayos de invasion celular se realizaron en placas de cultivo de 24 pozos
usando cadmaras Transwell (Corning, BioCoat #354578, New York, EE. UU), cada
inserto tiene un filtro de membrana de policarbonato con poro de 8 um previamente
recubiertas con 200 ug de Matrigel de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Corning, #354239, Matrigel Growth Factor Reduced, New York, EE. UU). En la
parte superior del inserto se sembraron 1x10° células en medio DMEM libre de SFB.
Las células fueron transfectadas 72 h antes del ensayo de invasion con 5 ug de
pMIR23b-3p, pSilencer y células no transfectadas. En la parte inferior de la camara
se afnadieron 500 yL de medio suplementado con 10 % de SFB que sirvid como
guimioatrayente. Los cultivos se incubaron por 48 h a 37°C, posteriormente, con un
hisopo estéril se retiraron suavemente las células no invasoras y el Matrigel del
interior de los insertos. Las células invasoras se fijaron con paraformaldehido al 4%

por 5 min seguido de 30 min con metanol absoluto; se tifieron con cristal violeta al



0.5% por 20 min a temperatura ambiente; se lavaron y se secaron los insertos. Las
células se contaron en seis campos aleatorios bajo microscopio optico. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
Andlisis estadistico

Para analizar la diferencia entre dos grupos los datos se analizaron con la prueba
estadistica t de Student, utilizando el paquete estadistico STATA (V. 11.1). Un valor
p<0.05 se consider6 como estadisticamente significativo. Las imagenes de los
ensayos de migracion e invasion se analizaron con el software Image J y los datos
se presentaron como media + SD de tres experimentos independientes usando el

programa GraphPad Prism 5.0.



V. RESULTADOS
Elementos de respuesta a miRNAs (MRE) para miR-23b en la region 3’ UTR
del mMRNA de c-Met e identificacion de las vias de sefalizacidén activadas por
c-Met

Para identificar los MRE para miR-23b en el mMRNA de c-Met se realizé un analisis
in silico con los softwares TargetScan (http://www.targetscan.org) y miRTarBase
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw). Las bases de datos indican que hay cinco MRE
para miR-23b en las posiciones 559-566, 1007-1014, 1019-1026, 2053-2060 y
2065-2072, y 559 de la region 3 UTR del mRNA de c-Met (Figura 1).
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Figura 1. Sitios MRE c-Met: miR-23b. Las bases de datos TargetScan y miRTarBase indican que
la regién 3" UTR del mRNA de c-Met tiene cinco elementos de respuesta a miR-23b (posiciones
559-566, 1007-1014, 1019-1026, 2053-2060 y 2065-2072).

Para identificar en qué vias participa c-Met, se realiz6 un andlisis en el software de
KEGG (Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas). Los resultados revelan que c-
Met esta implicado en las siguientes vias de sefalizacion celular: MAPK,
RAC1/PAK, PISK/AKT, STAT3 y c-Met/Gabl1/FAK. Posteriormente se realizdé una
busqueda en la literatura para conocer el tipo de cancer y los procesos celulares
que regulan estas vias de sefializacion celular (Tabla 1).



Tabla 1. Vias de sefializacién y procesos celulares modulados por c-Met que estan
alterados en cancer

Via de Procesos celulares Tino de cancer Proteinas Referencia
sefializacién gue regula la via P involucradas
Céancer de pulmoén c-Met, Grb2, (Ma et al
Proliferacion, motilidad de células no Sos, Ras, Raf, o
MAPK . L - 2007; Meier
y diferenciacién pequefas, MEK, ERK, etal., 2005)
melanoma MAPK "
Organizacion de la c-Met, Sos,
RAC1/PAK . Céancer de ovario Gabl, Rackl, (Fan, 2017)
actina
Pakl
. : c-Met, Gab1, .

PI3K/AKT Supervivencia _celular y Melanoma PI3K, PDK 1/2, (Meier et al.,

apoptosis 2005)

Akt
. - Cancer de piel de

Invasién tubulogénica, . (Syed et al.,

STAT3 invasion células no c-Met, STAT3 2011)

escamosas

c Migracion e invasion Melanoma c-Met, Gabl, (Caoetal,

Met/Gab1/FAK 9 FAK, Pak 2015)

Abreviaturas: MAPK= proteina cinasa activada por mitbgenos, PAK= proteina cinasa serina/treonina, PI3K= fosfoinositol
3-cinasa, STAT3= transductor de sefiales y activador de transcripcion 3, FAK= cinasa de adhesion focal, Grb2= proteina
unida al receptor del factor de crecimiento 2, PDK= proteina cinasa dependiente de fosfoinositide.3

Nivel de expresion de miR-23b en células transfectadas con el plasmido
inductor de pMIR23b-3p.

Para estudiar el papel de miR-23b-3p como supresor de tumor, se transfectaron las

lineas celulares HaCaT, C33A y CaSki con 5 ug del plasmido inductor de miR-23b-

3p (PMIR23b-3p). Después de la transfeccion, se midié en nivel de expresion de

miR-23b por RT-gPCR, la expresion de miR-23b-3p incrementd significativamente

en células transfectadas con pMIR23b-3p (barras negras) comparado con las

células transfectadas con pSilencer (barras de trama) y con las células no

transfectadas (barras blancas), (*p < 0.05, Figura 2).
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Figura 2. Sobreexpresion de miR-23b en las lineas celulares HaCaT, C33A y CaSki transfectadas con
pMIR23b-3p. La expresion de miR-23b se determiné por RT-gPCR en células HaCaT, C33A y CaSki sin
transfectar y transfectadas con 5 ug de pMIR23b-3p o pSilencer . El incremento de la expresion de miR-23b-3p
es significativo en las tres lineas celulares transfectadas con pMIR23b-3p. Los resultados son representativos
de tres experimentos independientes. *Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05); pSilencer: vector vacio
control; pMIR-23b-3p: plasmido inductor de miR-23b-3p.

La sobreexpresion de miR-23b disminuye la migracion de células CaSki.

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de miR-23b en la migracion de
células HaCaT, C33A y CaSki se realizaron ensayos de cierre de herida. Los
ensayos muestran que la sobreexpresién de miR-23b disminuye significativamente
el porcentaje de cierre de la herida en las células CaSki (barras negras) a las 24 y

48 h en comparacion con los grupos control (células sin tratamiento o tratada con
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pSilencer) (Barras blancas y de trama) (*p <0.05), (Figura 3E, F). En células C33A

y HaCaT no se observaron cambios significativos (Figura 3A, B, C, D).
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Figura 3. La sobreexpresién de miR-23b disminuye la migracion en células CaSki.
Microfotografias representativas de ensayos de cierre de herida en células HaCaT (A), C33A (C) y
CasSki (E) no transfectadas, pSilencer y pMIR23b-3p. Gréficas representativas del porcentaje del
ancho de la herida cerrada a las 24 y 48 h en las tres condiciones en células HaCaT (B), C33A (D)
y CaSki (F). Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. *Diferencia
estadisticamente significativa (p <0.05); pSilencer: vector vacio control; pMIR23b-3p: plasmido

inductor de miR-23b-3p
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La sobreexpresion de miR-23b disminuye lainvasiéon en células C33A 'y CaSki.
Para determinar el efecto de la sobreexpresién de miR-23b-3p en la invasion de
celulas HaCaT, C33A y CaSki se realizaron ensayos de invasiébn en camaras
Transwell revestidas con Matrigel. Los resultados a las 48 h indican que la
sobreexpresion de miR-23b-3p disminuye la capacidad de invasion de las células
C33A y CaSki, en comparacion con los grupos control (pSilencer y células no
transfectadas) (Figura 4). Estos resultados sugieren que miR-23b es capaz de
modular la expresion de genes que regulan la migracion e invasion en células
Caski.
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Figura 4. La sobreexpresién de miR-23b disminuye la invasion en células C33A y CaSki. A)
Microfotografias representativas de tres ensayos de invasién en células HaCaT, C33A y CaSki no
transfectadas, pSilencer y pMIR23b-3p. B) Grafica representativa del porcentaje de invasion celular
Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. *Diferencia
estadisticamente significativa (p <0.05); pSilencer: vector vacio control; pMIR23b-3p: plasmido
inductor de miR-23b-3p.

La sobreexpresion de miR-23b disminuye el nivel de fosforilacion de Gab1l
(Tyr 307) y FAK (Tyr 397) en células CaSki

Para determinar si miR-23b-3p disminuye la actividad de la via c-Met/Gab1/FAK,
se determinaron los niveles de p-Gabl (Tyr 307), p-FAK (Tyr 397), Gabl y FAK
total mediante ensayos de Western Blot a partir de las proteinas totales obtenidas
de las células HaCaT, C33A y CaSki. No se observaron cambios significativos en
los niveles de Gabl total (Figura 5B). En contraste, se encontré que el nivel de p-
Gabl (Tyr 307) disminuye en células CaSki transfectadas con pMIR23b-3p
respecto a los grupos control (células no transfectadas y pSilencer). No se
observaron cambios significativos en el nivel de fosforilacion de esta proteina en
las células HaCaT y C33A (Figura 5B).

Al HaCaT (30pg) C33A (30pg) CaSki (30ug)

transfotadas Plencer PMIR23b-3p ransieetadagPSilencer PMIRZ3b-3p ranetetadag PSilencer pMIR23b-3p
Gab1 W e - - e e W s e - 110 kDa
(2‘.-3;:;;) — .'. u” 41-115k0a
GAPDH #s s s -— - - — 1 L
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Figura 5. La sobreexpresién de miR-23-b disminuye el nivel de fosforilacion de Gabl (Tyr 307) en
células CaSki. La deteccién de Gabl total y p-Gabl (Tyr 307) en células HaCaT, C33A y CaSki se hizo
por ensayo de Western Blot. GAPDH se utiliz6 como control endégeno. A) Imagenes representativas de
Western Blot, se cargaron 30 pg de proteina en cada carril. B) Gréfica representativa del analisis
densitométrico de tres experimentos independientes. *Diferencia estadisticamente significativa
(p <0.05) pSilencer: vector vacio control; pMIR23b-3p: plasmido inductor de miR23b-3p

Por otro lado, los resultados muestran una disminucion en el nivel de p-FAK (Tyr
397) en las células CaSki transfectadas, respecto a los grupos control (Figura 6B).
No se encontraron cambios significativos de p-FAK (Tyr 397) en las células HaCaT
y C33A. En conjunto, estos datos demuestran que la sobreexpresion de miR-23b-

3p disminuye la activacion de moléculas rio abajo de c-Met como Gabl y FAK.
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Figura 6. La sobreexpresion de miR-23-b disminuye el nivel de fosforilacién de FAK (Tyr 397) en
células CaSki. La deteccion de FAK total y p-FAK (Tyr 397) en células HaCaT, C33A y CaSki se hizo por
ensayo de Western Blot. GAPDH se utiliz6 como control endégeno. A) Imagenes representativas de
Western Blot, se cargaron 30 ug de proteina en cada carril. B) Grafica representativa del analisis
densitométrico de tres experimentos independientes. *Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05)
pSilencer: vector vacio control; pMIR23b-3p: plasmido inductor de miR23b-3p
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VI. DISCUSION
Uno de los factores relacionados con muerte por CaCU es la alta capacidad
migratoria e invasiva de las células cancerosas que conllevan a la metastasis. A
pesar de los avances en su estudio aun no se logran elucidar los factores y
mecanismos que desregulan estos procesos, por lo que es importante seguir con
la basqueda de moléculas que inhiben, disminuyen o favorecen estos procesos
biol6gicos. Se ha reportado que aproximadamente el 60% de los genes que
codifican proteinas que participan en migracion, invasion, proliferacion y apoptosis,
son regulados por miRNAs, modulando diferentes vias de sefializacion celular.
Estudios han reportado que la disminucién de la expresion de miR-23b favorece la
migracion e invasion celular en varios tipos de cancer, incluyendo CaCU (Salvi et
al., 2009; Au-Yeung et al., 2011; Majid et al., 2013; Li et al., 2014; Chiyomaru et al.,
2015; Hao & Yu., 2017). Campos-Viguri et al., (2015) y Au-Yeung et al., (2017),
reportaron que c-Met es un gen candidato como blanco de miR-23b en CaCU, sin
embargo, en este tipo de cancer esta interaccion aun no ha sido validada.
Los MRE son secuencias en la 3' UTR del mRNA a traves de las cuales los miRNAs
hibridan con el transcrito, suprimen o inhiben la traduccion a proteina de su gen
blanco. En el analisis bioinformético se encontrd que la region 3° UTR del mRNA
de c-Met tiene cinco elementos de respuesta a miR-23b en las posiciones 559-566,
1007-1014, 1019-1026, 2053-2060 y 2065-2072, sugiriendo que c-Met es un gen
blanco de miR-23b. Es posible que la regulacion de la expresion de c-Met en CaCU
se lleve a cabo a través del reconocimiento de alguno de los elementos de
respuesta a miR-23b mencionados. Estos resultados coinciden con los reportados
por Salvi et al., 2009; quienes confirman por ensayos de luciferasa 3 sitios
especificos de unidn, sitios también reportados en este trabajo, Chiyomaru et al.,
2015, confirman dos sitios putativos de unién similares, la diferencia del nimero de
sitios se debe a las herramientas bioinforméaticas utilizadas. Acorde a estos reportes
es muy probable que miR-23b esté regulando la expresion de c-Met en CaCU. En
los sitios no reportados previamente, la hibridacion entre la regién semilla del
mMiRNA y la 3" UTR de c-Met es de tipo 8-mer, lo cual le confiere mayor probabilidad
de unién. En el grupo de trabajo se realizaron ensayos de luciferasa para
determinar la posible union c-Met: miR-23 de los cinco MRE encontrados, se validé
gue en las posiciones MRE-1, MRE-2 y MRE-4 hay hibridacion entre c-Met:
miR.23b en células de CaSki y C33A (datos no publicados).
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c-Met regula diferentes vias de sefializacion celular, estas vias regulan procesos
como migracion, invasion, proliferacién, motilidad y supervivencia celular, sobre las
gue puede estar regulando miR-23b por medio de c-Met. Diversos estudios reportan
gue la expresion de c-Met y sus vias de sefializacién pueden ser reguladas por
mMiRNAs. En cancer hepatocelular la expresién de c-Met puede ser regulada por
miR-34a, miR-198 y miR-23b, en cancer de mama por miR-340 y en CaCU por miR-
138 y miR-454-3p (Li et al., 2009; Tan et al., 2011; Salvi et al., 2009; Wu et al.,
2011; Li et al., 2016; Chiyomaru et al., 2015; Guo et al., 2018). Esta informacion
soporta la propuesta de que miR-23b regula a c-Met en CaCU y, en consecuencia,

la via c-Met/Gab1/FAK, la migracion e invasion celular.

En CaCU el aumento en la actividad del complejo HGF/c-Met aumenta la capacidad
de migracion, proliferacion e invasion celular (Boromand et al., 2017). Salvi et al.,
(2009) y Chiyomaru et al., (2015) demostraron que en carcinoma hepatocelular y
de vejiga la sobreexpresion de miR-23b disminuye la migracion, invasion y
proliferacion celular a través de c-Met, poniendo de manifiesto el papel supresor
tumoral de miR-23b. En tejidos y lineas celulares de CaCU, miR-23b se ha
reportado disminuido y el nivel de expresion del mMRNA (Campos-Viguri et al., 2015)
y la proteina de c-Met aumentados (datos no publicados).

Nosotros observamos que la sobreexpresion de miR-23b en células CaSki se
relaciona con disminucion de la capacidad de migracion e invasion celular y
disminuye también el nivel de p-Gabl (Tyr 307) y p-FAK (Tyr 397), moléculas que
sefalizan rio abajo del receptor c-Met. Estos resultados sugieren que miR-23b es
un regulador de la migracion e invasion en células CaSki a través de la via c-
Met/Gabl/FAK, sin embargo, en células C33A y HaCaT no se encontrd activa esta
via. El efecto de la sobreexpresion de miR-23b en las diferentes lineas celulares se
debe a caracteristicas intrinsecas de las células estudiadas; una de las
caracteristicas de las células CaSki comparado con células C33A y HaCaT es su
alto potencial metastasico, lo que obedece a desregulacion de diferentes vias de
sefializacion celular, como la via c-Met/Gab1/FAK que modula migracion e invasion
celular, la via STAT3 que modula invasion celular, la via de las MAPK que regula
proliferacion y diferenciacion celular y la via PISBK/AKT que regula apoptosis (Tabla
1). Por otro lado, estas células tienen integrado en su genoma el genoma de VPH-

16, virus que se ha reportado como regulador de miR-23b a través de metilacion de

17



su promotor por DNMT1 o la hipermetilacion del promotor de C9orf3; por otro lado,
se ha reportado que este virus disminuye la expresion de miR-23b de manera
dependiente de p53. Estos datos, soportan la idea de que en células CaSki, miR-
23b regule la migracién e invasion celular y en células C33A y HaCaT las vias antes
mencionadas no estén activas. c-Met ademas de reclutar proteinas como Gabl y
FAK puede activar a otras moléculas como STAT3 la cual esta involucrada en la
regulacion de la invasion celular en cancer de piel. Este dato genera la posibilidad
de gue en células C33A, la sobrexpresion de miR-23b influya en la invasién celular
por la via STAT3 activada por c-Met mientras que la via Gab1/FAK no esté activa

en estas células.

Au-Yeung et al., (2017), reportan que el VPH-16 en la linea celular SiHa, promueve
la apoptosis a través de miR-23b y c-Met. Por otra parte, Au-Yeung et al., (2011) y
Bisio et al., (2013), proponen que el VPH-AR disminuye la expresién de miR-23b al
inducir la degradacion de la proteina p53 factor de transcripcion de miR-23b a
través de su oncoproteina E6. Estos resultados y los hallazgos encontrados en este
estudio en células sin infeccion por VPH como C33A y células no tumorales como
HaCaT en las cuales no se observaron cambios significativos en la migracion e
invasion celular ni en los niveles de fosforilacion de Gabl y FAK soportan el hecho
de que el VPH-16 esta jugando un papel importante en la activacion de la via c-
Met/Gabl/FAK a través de la disminucion de la expresion de miR-23b, sin embargo,

se requieren mas estudios para confirmarlo.

Otra hallazgo importante es que en las tres lineas celulares se observa disminucion
en la migracion e invasion celular, sin embargo estos cambios no fueron
significativos, a excepcion de las células CaSki. Se ha reportado que las tres lineas
celulares tienen sobreexpresion de c-Met y su ligando HGF, sin embargo, la
expresion es diferencial en cada célula, estando mas disminuida en células HaCaT,
seguido C33A y mas elevada en CaSki. Por lo tanto, no podemos excluir las
posibilidades de que la sobreexpresion de miR-23b disminuya la migracion,
invasiéon mediante la modulacién de otras vias rio abajo de c-Met, ya que estos
procesos disminuyeron parcialmente y no se inhibieron totalmente, sin

mbargo la via c-Met/Gab1/FAK, juega un papel importante en la regulacion de la

migracion e invasion en células CaSki.
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VII. CONCLUSIONES

Basados en al analisis in silico se sugiere que c-Met es un blanco de miR-23b,
ademas que este miRNA puede modular la migracion e invasion celular a través de
la via de sefalizacion c-Met/Gabl/FAK en células metastasicas de CaCuU,
mecanismo por el cual miR-23b ejerce su papel supresor de tumor. Los hallazgos
de este estudio son un nuevo aporte ya que hasta la fecha no se ha reportado la
regulacion de migracion e invasion dada por miR-23b en células HaCaT, C33A y
CasSki, ni de las proteinas que participan en la traduccién de sefiales que regulan
estos procesos. Estos resultados apoyan en el seguimiento para realizar mas
estudios que confirmen la relaciéon VPH/mIiR-23b/c-Met/ Gab1l/FAK.
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