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RESUMEN

El uso de microRNAs (miRNASs) en terapia génica, ha surgido como una poderosa herramienta para la
regulacién de genes implicados en enfermedades genéticas adquiridas como el cancer, con lo que se
pretende disefar tratamientos que eliminen selectivamente a las células cancerosas. El miR-122 es
especifico de higado y el mas abundante en este 6rgano, se ha demostrado su funcién como supresor
de tumores, pues participa en la represion de algunos genes implicados en el proceso de tumorigénesis.
Se sabe que los niveles de este miRNA se encuentran significativa y especificamente disminuidos en el
hepatocarcinoma (HCC). Por tal motivo, en este trabajé se disefid una construccion genética que
contiene un poli-miR-122, regidos bajo el promotor de la a-fetoproteina (AFP), que estad activo
exclusivamente en las células de este carcinoma. Con esta construccion genética, se pretende dirigir la
expresion Unicamente en las células del HCC y por tanto, su eliminacion selectiva, sin afectar a los
hepatocitos sanos.
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ABSTRACT

Use of microRNAs (miRNAS) in gene therapy has emerged as a powerful tool for regulation of genes
involved in genetic diseases such as cancer, with which it is intended to design treatments selectively
eliminating cancer cells. The miR-122 is a liver-specific miRNA and the most abundant within this organ
from which has been shown to function as a tumor suppressor since it participates in the repression of
some genes involved in the tumorigenesis process. It is known that levels of this miRNA decrease
significant and specifically in hepatocellular carcinoma (HCC). In this work it was designed a genetic
construct containing poly-miR-122 governed under the a-fetoprotein promoter (AFP), which is active
exclusively in this carcinoma cells. With this construction it is intended to direct the expression only in
HCC cells and to eliminate them selectively.
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INTRODUCCION

El hepatocarcinoma (HCC) es la sexta neoplasia mas comun y la segunda causa de muerte por cancer
en el mundo (GLOBOCAN 2012, IARC). Actualmente, los tratamientos contra el HCC han resultado
insuficientes en el mejoramiento de la calidad de vida y supervivencia de los pacientes con este tipo de
neoplasia maligna. La terapia génica contra el cancer, es un campo emergente que busca disefar
procedimientos que eliminen selectivamente las células cancerosas. Esta técnica terapéutica consiste
en la insercién de un gen funcional en las células de un paciente, para corregir un defecto genético,
causante de una determinada enfermedad. Dentro de este campo, el uso de microRNAs (miRNASs) ha
surgido como una poderosa herramienta para la regulacion de genes implicados en enfermedades
genéticas adquiridas como el cancer. El miR-122 es especifico de higado y el mas abundante en este
organo, se ha demostrado su funcibn como supresor de tumores pues participa en la represion de la
traduccién de algunos genes implicados en la regulacién de la proliferacion celular y en el proceso de
tumorigénesis (Gramantieri et al., 2007; Jacob et al., 2004).

Se sabe que los niveles del miR-122 se encuentran significativa y especificamente disminuidos en el
HCC (Kutay et al., 2006), mientras que su sobreexpresion, reduce las propiedades cancerigenas en
lineas celulares de este tipo de cancer (Bai et al., 2009). Debido a esto, se ha puesto especial interés en
el uso de este miRNA, bajo distintos métodos de expresion inducida, para el tratamiento del HCC (Tsai
et al., 2012; Hsu et al., 2013). Sin embargo, estos métodos también requieren de dosis repetidas del
tratamiento, con ciertos efectos adversos como, inflamacién y dolor en el sitio de administracion, ademas
de tener igualmente, restricciones de aplicacion en determinados tipos de canceres, como son aquellos
con multiples crecimientos tumorales, que son dificiles de tratar.

Para llevar a cabo la terapia génica, el material genético a introducir en el organismo debe superar
diversas barreras para llegar al nicleo y lograr su expresion, para lo cual se requiere de los denominados
vehiculos genéticos. A pesar de los logros que se han conseguido en el desarrollo de éstos, aun resta
por superar la falta de especificidad tisular cuando se administran por via sistémica, como en la
aplicacion en los casos de HCC que no pueden ser tratados de otra manera.

En este trabajo, se disefié una secuencia poli-miR-122 para utilizarla en una construccion genética, y
cuya expresion esta regida por el promotor de la a-fetoproteina (AFP), para su empleo en el tratamiento
especifico contra células del HCC. Con esta construccién, se pretende dirigir la expresién Unicamente
en células tumorales, ya que el promotor del gen de la AFP, activo normalmente solo en la etapa fetal,
se reactiva en el 80% de los casos de HCC (Saffroy et al., 2007), por lo que se espera que la secuencia
poli-miR-122 se exprese en células de HCC sin afectar a los hepatocitos sanos, ya que no tienen activo
este promotor debido a la falta de los factores de transcripcion.

Se pretende aplicar esta construccion genética disefiada, primero, en ensayos in vitro en lineas celulares
de HCC y, posteriormente, in vivo en un modelo murino, donde se espera la inhibicion o detencién de la
proliferacion de células del HCC y/o del tumor, sin causar dafio alguno a los hepatocitos sanos. Con lo
anterior se proyecta el desarrollo de una estrategia terapéutica segura y especifica para el tratamiento
del HCC.

METODOLOGIA

Se disefid una secuencia de polimiR-122, la cual consiste en cadenas especificas correspondientes al
precursor del miR-122 (pre-miR-122). Se asign6 una region de 15 nucle6tidos (nt) como separacion
entre cada pre-miRNA. Ademas, se le insert6 una secuencia AGATCT en el extremo 5’ y GAATTC en el
3’, los cuales son sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bgl Il y Eco RI,
respectivamente, para su posterior clonacion en un vector. A dicha secuencia (un total de 213 nt), se le

1135



Congreso
m Revista Tendencias en Docencia e Investigacién en Quimica g‘terna?mml de
- ocencia e
Ano 2015

Investigacion en
Azcapotzalco Quimica

realizo un andlisis de prediccion de la estructura secundaria con ayuda del Servidor Web mfold (Zuker,
2003), del Instituto de RNA de la Universidad del Estado de Nueva York en Albania.

Por otra parte, se disefi6 el plasmido recombinante empleando el programa Vector NTI Advance, a partir
del vector de expresion pIRES2-EGFP (BD Clontech), al cual se le removi6 el promotor del CMV y se le
insertd el promotor de la AFP. Posteriormente, se disefio el plasmido recombinante completo pIRES2-
APF-polimiR-122-EGFP, que contiene al promotor tumor-especifico de la AFP y la secuencia disefiada
de poli-miR-122.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia de poli-miR-122 disefiada, la cual consiste en cadenas especificas correspondientes al
pre-miR-122 de 57 nt cada una, colocadas en tdndem, con modificaciones para la eliminacion de bases
complementarias en la zona de formacion de la horquilla, para obtener la estructura caracteristica de
tallo-asa, que tienen todos los precursores de miRNAs. Se asignd una regién de 15 nucleétidos (nt),
como separacion entre cada pre-miRNA, con la finalidad de facilitar el espacio para la formacion de la
estructura secundaria de tallo-asa al momento de la transcripcion, visualizando a futuro, que dicha
construccion sea aplicada. Ademas, se insertd una secuencia AGATCT en el extremo 5’ y una GAATTC
en el 3’, las cuales son sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bgl 1l y Eco R,
respectivamente, para que pueda ser insertado posteriormente en el sitio de multiclonacion en el vector
de expresion y dar direccionalidad a la clonacién (Tabla 1). El resultado del analisis de prediccién de la
estructura secundaria de la secuencia poli-miR-122, muestra la formacidn de las tres estructuras de tallo-
asa, correspondientes a cada cadena de pre-miR-122. Cabe resaltar que para el analisis de esta
secuencia de RNA, se insert6 un fragmento del exén del gen de la AFP de 24 nt en el extremo 5’, debido
a gue la transcripcién de este gen comienza antes de terminar la secuencia del promotor, por lo que
dicho exdn se sobrepone a la regién de su promotor y el transcrito final del gen de interés, regido por
este promotor, incluird dicha secuencia. El valor del AG del analisis de prediccién obtenido, de la
secuencia analizada, fue negativo, lo que indica que la formacién de estructuras de tallo-asa se realizara
de forma espontanea (Figura 1).

Tabla 1. Disefio de la secuencia poli-miR-122. Consiste en 3 cadenas especificas del pre-miR-122 (resaltadas en
rosa), con 15 nt de separacién entre ellas (en gris) y sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bgl
Il'y Eco RI (subrayados).

GGAAGAUCUUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGACUAUAUAACAAACGCCAUUAUCACACUAAAUACAA
CUCAAUAGAAGAUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGACUAUAUAACAAACGCCAUUAUCACACUAAAUA
CAACUCAAUAGAAGAUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGACUAUAUAACAAACGCCAUUAUCACACUAAA
UAGAAUUCCGG

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG

hsa-miR-122a * secuencia madura del miR-122
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Figura 1. Andlisis de prediccion de la estructura secundaria de la secuencia de poli-miR-122. Se muestra el valor
negativo del AG.

Por otra parte, se disefid el plasmido recombinante empleando el programa Vector NTI Advance de
Invitrogen, este disefio se hizo a partir del vector de expresion pIRES2-EGFP (BD Clontech). Dicho
plasmido tiene la caracteristica de poder emplearse como vector de expresion bicistronico, debido a que
contiene en su secuencia, al promotor fuerte del citomegalovirus (CMV), seguido del sitio de
multiclonacion, donde se puede insertar el gen de interés. Ademas, cuenta con una region IRES (sitio
interno de unién al ribosoma), que precede al gen de la proteina verde fluorescente (GFP) y que es
utilizado como gen reportero.

Para la construccion del plasmido recombinante, al plasmido original se le removio el promotor del CMV
y se le insert6 el promotor de la AFP. Posteriormente, se procedié a insertar la secuencia del poli-miR-
122, para obtener finalmente el plasmido recombinante completo pIRES2-AFP-polimiR-122-EGFP de
5174 pb (Figuras 2y 3).

Ase1(8)

CMV immearly promoter

CMV promoter Promotor
Bglll (610) CMV
\1\ IRES

pIRES2-EGFPEBO8

5308 bp

f1origin

1 origin
Figura 2. Plasmido original pIRES2-EGFP (5308 pb). Contiene el promotor del CMV, la regién IRES2, la EGFP y

el gen de resistencia a la kanamicina. Se muestra la eliminacion del promotor del CMV (603 pb) y el plasmido
resultante de 4711 pb.
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Figura 3. Disefio del plasmido recombinante pIRES2-APF-polimiR122-EGFP. Insercion del promotor de la AFP
(276 pb) y formacion del plasmido recombinante pIRES2-AFP-EGFP (4987 pb). Insercion de la secuencia de
poli-miR-122 y obtencion del pldsmido recombinante completo pIRES2-AFP-polimiR-122-EGFP (5174 pb).

El uso de construcciones genéticas para terapia génica, que expresen a varios genes de RNAi de
manera simultanea, se justifica por ser mas efectivas que aquellas en las que se expresa un solo gen
(Castanotto y Rossi, 2009), ademas, permite una mayor expresion y permite una reduccion del nimero
de dosis durante el tratamiento.

De manera natural, existen miRNAs que se encuentran en el genoma humano formando grupos, que se
expresan de manera coordinada, mediante la sintesis de un transcrito policistrénico que se fragmenta
para dar lugar a la produccion de multiples miRNAs, desde una sola unidad transcripcional (Bartel, 2004).
Por lo anterior, se espera que la secuencia poli-miR-122 de la construccién genética disefiada, sea
procesada por la via normal de biogénesis de los microRNAs (Han et al., 2004; Bohnsack et al., 2004;
Chimari et al., 2009), cuando sea aplicada para el tratamiento especifico del HCC, tanto in vitro como in
Vivo.

CONCLUSIONES

Se realiz6 la construccion del pldsmido recombinante pIRES2-APF-polimiR-122-EGFP in silico, que
contiene un poli-miR-122, regido bajo el promotor de la a-fetoproteina (AFP), para su empleo posterior
en el tratamiento especifico contra el HCC. La prediccion revela que el transcrito primario cuenta con
estabilidad termodinamica, lo que indica que puede funcionar en el tratamiento especifico contra las
células cancerosas.
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