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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son generadas de fuentes exdgenas y endogenas, lo que puede
ocasionar un dafio severo a las macromoléculas celulares, especialmente al ADN. La 8-oxo-7,8-
dihidroguanina (8oxoG) se genera por la oxidacion de guanina y es la mas abundante generada por las
ROS, se ha sugerido que desempefia un papel en la mutagénesis y la carcinogénesis. La 80xoG se elimina
del ADN mediante la glicosilasa especifica OGG1. Los microRNAs (miRNAs) son oligonucleétidos no
codificantes que regulan negativamente un gran namero de ARNm blanco modulando asi la actividad
celular. En este trabajo utilizamos herramientas bioinformaticas para identificar miRNAs candidatos de
humano y predecir los miRNAs que potencialmente tendrian un papel en la inhibicién del gen OGGL1. El
analisis con diferentes algoritmos reveld que hsa-miR-3187 y hsa-miR-3918 son candidatos que pudieran
regular la expresion del gen al hibridar en la region 5"UTR, por lo que estos se deben analizar de manera
experimental.

Palabras clave: miRNAs, 80xoG, bioinformatica, UTR, ARNm.

ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) are generated from exogenous and endogenous sources, which can cause
severe damage to cellular macromolecules, especially DNA. 8-oxo-7,8-dihydroguanine (80xoG) is
generated by the oxidation of guanine and is the most abundant ROS generated, it has been suggested to
play a role in mutagenesis and carcinogenesis. 8oxoG is removed from DNA by the specific glycosylase
OGG1. MicroRNAs (miRNAs) are non-coding oligonucleotides that negatively regulate a large number
of target MRNAs thereby modulating cellular activity. In this work we used bioinformatics tools to
identify candidate human miRNAs and predict miRNAs that would potentially play a role in inhibiting
the OGG1 gene. Analysis with different algorithms revealed that hsa-miR-3187 and hsa-miR-3918 are
candidates that could regulate gene expression by hybridizing in the 5'UTR region, so these should be
analyzed experimentally.
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1 INTRODUCCION

Los radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) son atomos o
moléculas altamente reactivos debido a que poseen uno o0 mas electrones en su capa externa por lo que se
pueden comportar como oxidantes o reductores. Los radicales libres se generan tanto de manera endégena
como resultado del metabolismo celular y por fuentes exdgenas como agua y aire contaminado, tabaco,
alcohol, metales pesados, diversas sustancias quimicas y radiacion. Cantidades excesivas de ROS en la
célula causan estrés oxidativo y por el desequilibrio entre los ROS y los antioxidantes (Phaniendra A. et
al. 2015, Liguori I. et al. 2018). Como resultado del estrés oxidativo, las macromoléculas celulares se ven
afectadas al ser oxidadas, en el caso de las proteinas, lipidos y ARN dafiados son recicladas o degradadas,
mientras que el ADN puede ser oxidado en las bases nitrogenadas lo cual puede generar sitios apurinicos
o0 apirimidinicos o incluso rompimiento de la doble hélice del ADN, estas lesiones pueden ocasionar
alteraciones en la regulacion de la expresion genética. EI ADN dafiado desencadena la respuesta al dafio
del ADN (DDR) la cual es mediada por la transduccion de sefiales para reparar el material genético y asi
mantener la integridad del genoma o sufrir apoptosis si hay demasiado dafio (Carter R.J. y Parsons J.L.,
2016, Peluso M. et al. 2020).

La 8-ox0-7,8-dihidroguanina comunmente conocida como 8-oxoguanina (8-0xoG) se forma por
la oxidacién de la guanina, es una de las lesiones en el ADN mas prevalentes formadas por ROS y se le
considera como uno de los mutagenos enddgenos que contribuye a la transformacion celular espontanea
(Banda D.M., et al. 2017, Ba X. et al. 2018). Se ha reportado que durante la replicacion del ADN las
polimerasas incorporan errbneamente Adenina en sitios donde la guanina se ha modificado a 8-0x0G, si
esta mutacidn por transversion no se repara, este cambio se incorpora de manera permanente en el genoma.
Por otro lado, se ha demostrado que la generacién de 8-0xoG son predominantes en células somaticas
particularmente en genes relacionados con cancer de pulmon, mama y colorrectal. La reparacion generada
por oxidacion de Guanina; ocurre por escision de bases (BER) la cual es iniciada por la enzima 8-0x0G
ADN glicosilasa 1 (OGGL1), esta tiene la funcién de hidrolizar el enlace N-glicosidico y también la
eliminacion del fosfato 3" del sitio apurinico resultante, posteriormente la ADNL[I[J polimerasa incorpora
los nucledtidos y es sellado por la ligasa 111 (Allgayer J. et al. 2013, Guo C. et al. 2017).

Los microARN (miRNAS) son una clase de ARN no codificantes con una longitud promedio de
22 nucleotidos. Estos juegan un papel importante en la regulacion de la expresion genética a nivel
postranscripcional de sus genes blanco. Los miRNAs se aparean con el ARN mensajero (ARNm) blanco
suprimiendo su expresién mediante la represion de la traduccion y/o la degradacion del ARNm blanco
(O’Brien J. et al. 2018). La interaccion entre los miRNAs con el ARNm ocurre en el extremo 3" en la
region no traducida (UTR) sin embargo esta interaccion puede ocurrir en otras regiones incluidas la

5’UTR y la secuencia codificante. Los miRNAs desempefian papeles clave en la mayoria de los procesos
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celulares conocidos, incluyendo desarrollo, transduccion de sefiales, proliferacion celular, diferenciacion,

muerte celular, adhesion, migracion y angiogénesis (Ebrahimi S.O. et al. 2020).

Los miRNAs regulan la expresion genética a nivel postranscripcional de diversos ARNm vy de
manera importante los que participan en la reparacion del ADN. La inhibicion de los genes que participan
en los diferentes mecanismos de reparacion ocasionaria una mayor inestabilidad gendémica lo que podria
conducir a la carcinogénesis. El dafio del ADN modula la expresion de miRNAs, por lo que la interaccién
con sus genes blanco también se puede ver afectados de manera negativa. (Peter M. E., 2010). En
diferentes estudios se ha demostrado la participacion de los miRNAs en la reparacion de cadena sencilla
por escision de bases (BER), la reparacion por escision de nucleétidos (NER) y la reparacion por mal
apareamiento de las bases (MMR) asi como también de las roturas de doble cadena en el ADN (DSB).
Algunos miRNAs que se han identificado en la regulacion de la reparacion del ADN son miR-25, miR-
155, miR-125b. (Natarajan V., 2016)

Interesantemente los miRNAs pueden migrar fuera de la célula y se puede encontrar en fluidos
corporales, se ha reportado su presencia en sangre, orina, saliva, liquido seminal, leche materna y otros
liquidos o a través del paso activo, en microvesiculas y exosomas. En los Gltimos afios ya se han
identificado y utilizado a los miRNAs como biomarcadores en el diagndstico y prondstico en diferentes
enfermedades como céncer, inflamacion, etc. (Condrat C.E. et al. 2020). El andlisis bioinformético en
este estudio predijo que hsa-miR-3187 y hsa-miR-3918 son potenciales reguladores del mMRNA OGGL1 el

cual participa en la reparacion del ADN para la remocion de 8-0xoG.

2 DESCRIPCION DEL METODO

En el presente estudio se identificaron a los miRNAs candidatos que pudieran regular el ARNm
del gen OGG1 de humanos (hsa) mediante un analisis in silico. Se emplearon dos herramientas de
prediccion de miRNAs las cuales fueron miRDB (http://mirdb.org/) y TargetScan
(http://targetscan.org/vert_72/). Los miRNAs comunes que se encontraron en las dos bases de datos se
seleccionaron como candidatos en la regulacién de OGGL.

miRDB es una base de datos en linea la cual contiene las secuencias 3'-UTR de todos los genes
conocidos en cinco especies incluyendo al humano, adicionalmente contiene las secuencias de miRNAs
especificos de especies  enlazadas a miRBase. En el caso de TargetScan se utilizé para predecir los
miRNAs mediante la basqueda de la presencia de sitios 8mer, 7mer y 6mer.

Las secuencias maduras de los miRNAs candidatos seleccionados se consultaron en miRBase
(mirbase.org/es) el cual es la principal base de datos en linea para el almacenamiento de informacion de
miRNAs de diferentes reportes experimentales y bioinformaticos de varias especies. Para el analisis de la

hibridacion entre los miRNAs seleccionados y el ARNm del gen OGG1 se utilizé la plataforma de RNA22
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v2  (https://cm.jefferson.edu/rna22/Interactive/) 'y  STarMir  (http://sfold.wadsworth.org/cgi-

bin/starmir.pl).

El gen OGG1 humano presenta ocho isoformas debido al proceso de corte y empalme alternativo
(OGG1-1a, -1b, -1c, -2a, -2b, -2c¢, -2d y -2e), las cuales estan registradas en el Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI). La OGG1-1a esta presente en el ndcleo, mientras que las otras
isoformas estan presentes en la mitocondria. La secuencia del ARNm de OGG1 (FASTA) se obtuvo del
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Gene ID: 4968; acceso NM_002542.6).

3 RESULTADOS

La identificacion de los miRNAs que interaccionan con el gen OGGL se llevo a cabo a traves de
algoritmos bioinformaticos: miRDB y TargetScan, los cuales predijeron un total de 91 y 83 miRNAs
respectivamente, estos fueron seleccionados como candidatos potenciales, posteriormente se realiz6 una
comparacion y seleccion entre ambas bases de datos y se obtuvieron un total de 26 miRNAs los cuales se
muestran en la figura 1.Estos se agruparon utilizando un diagrama de Venn
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Posteriormente se realizd la blsqueda de las secuencias
maduras de miRNAs consultando a miRBase y el numero de acceso, de cada uno de los miRNAs se
realizé el analisis bioinformético para predecir los diferentes sitios de interarccion con el transcrito de
OGG1 con los programas RNA22 v2 y STarMir. El andlisis de las secuencias en el programa RNA22
detecto 4 hibridaciones tomando en cuenta la energia del plegamiento, estos miRNAs fueron: hsa-miR-
3187-3p, hsa-miR-1236-5p, hsa-miR-3622a-3p y hsa-miR-3918, los cuales se observan en la tabla 1, estos
miRNAs de igual manera se evaluaron con el programa de STarMir, este algoritmo es capaz de detectar
los sitios de union en la secuencia del transcrito blanco y los miRNA, esta interaccién puede ser en la
region 5'-UTR (no traducida), la CDS (secuencia de codificacion ) o en el extremo 3'-UTR. Nuestro

analisis detect6 que hsa-miR-3187 y hsa-miR-3918 pueden interaccionar en la regién 5'-

Figura 1. Diagrama de Venn mostrando el nimero de miRNAs predichos por los algoritmos de miRDB y TargetScan?.

miRDB TargetScan7
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Tabla 1. Prediccién de la posicion de unién de los miRNAs candidatos en el ARN mensajero de OGGL1 utilizando el

programa RNA22.
miRNA Energia de plegamiento Posicion enel
(kcal’mol) blanco
hsa-miR-3187-3p -20.60 1475
hsa-miR-1236-5p -20.70 1048
hsa-miR-3622a-3p -20.60 686
hsa-miR-3918 -25.20 875

Figura 2. Prediccion de los sitios de union de hsa-miR-3187 (A) y hsa-miR-3918 (B) en la region 5" UTR del ARNm del gen

OGGl1.
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UTR del ARNm del OGGL, analizamos la regién donde se identificaron al menos 6 nucleétidos
de interaccién entre los miRNAs y la secuencia 5"UTR como se puede ver en la figura 2. El analisis
bioinformatico sugiere que durante la oxidacion de la guanina en el ADN la expresion de OGG1 podria

ser regulada potencialmente por hsa-miR-3187 y hsa-miR-3918.

4 DISCUSION

El estrés oxidativo induce inflamacién cronica ocasionada por niveles desequilibrados de ROS
relacionado a diferentes procesos patolégicos, ademéas de dafar a las macromoléculas celulares, el estrés
oxidativo altera la expresion genética mediante modificaciones epigenéticas, represion o activacion
transcripcional y puede afectar los niveles de expresion de mdltiples miRNAs. Interesantemente los
miRNAs regulan la expresion de sensores redox pudiendo alterar componentes clave de la maquinaria
antioxidante celular (Ebrahimi S.O. et al. 2020). Los radicales libres modifican la estructura del ADN
por la generacion de sitios apurinicos, ruptura de cadenas o modificaciones de bases nitrogenadas por lo
que las células activan diversos mecanismos de reparacion del ADN gue involucran diferentes vias de
sefializacion las cuales a su vez estan regulados por diferentes proteinas que a su vez sufren modificaciones
postraduccionales. En los Gltimos afios se ha descrito la funcion regulatoria que tienen los miRNAs en
diferentes procesos celulares incluyendo la reparacion del ADN (Phaniendra A. et al. 2015, Carter R.J. y
Parsons J.L., 2016) .

187




e
South Florida Journal of Development, Miami, v.4, n.1. p.183-191, 2023. ISSN 2675-5459 %

SOUTH FLORIDA

JOURNAL OF DEVELOPMENT

Diversos estudios indican que la reparacion del ADN es regulada por miRNAs, las cuales se han

reportado tanto en rompimiento de cadena sencilla y de cadena doble (Natarajan V., 2016). En un estudio
realizado en queratinocitos se demostré que la acumulacién de 8-OH-dG en el ADN, disminuyé la
reparacion del ADN debido al incremento los niveles de miR-200a la cual disminuye la expresion de
OGG1-2a evitando la remocion de la guanina oxidada y contribuyendo con la senescencia celular
(Tinaburri L. et al. 2018). En otro trabajo se observO que en muestras de orina de personas
ocupacionalmente expuestas a disolvente organicos (etilbenceno, tolueno, xileno) la expresion de miR-
6778-5p incrementd considerablemente debido a la formacion de 8-OH-dG a en comparacion con los
controles, lo cual sugiere que miR-6778-6p puede ser utilizado como un biomarcador de estrés oxidativo
(Sisto R. et al. 2019). A pesar de que cada vez son mas los reportes que involucran a los miRNASs en la
reparacion del ADN es necesario caracterizar y analizar familias de miRNAs debido a que poseen una
secuencia comun, lo que sugiere que pueden tener una funcién compartida (Vaschetto L.M., 2018).

Las herramientas bioinforméticas en el analisis de estructuras proteicas, actividad enzimatica y
estudios de secuencias de acidos nucleicos han permitido simular y predecir diferentes estructuras
moleculares, en el caso de los miRNAs existen diferentes algoritmos que han sido desarrollados y
utilizados como una herramienta fundamental, por lo que en este estudio utilizamos a miRDB y
TargetScan, las cuales son ampliamente utilizadas en el analisis de miRNASs. Las diferencias en el nimero
predicho de miRNAs por cada base de datos se debe a que cada base de datos cuenta con sus propios
algoritmos para predecir genes blanco de los miRNAs, lo cual esta relacionado con la energia de
conservacion, energia libre, y energia de accesibilidad, principalmente (Dweep H. et al. 2013). Los
miRNAs interacttan principalmente con el extremo 3"UTR y de esta manera restringe la transcripcion de
los genes blanco o conducen a la degradacién del ARNm regulando asi la expresion genética, pero también
se ha observado que hay una relacion fuerte en la region 5 " UTR y juega un papel importante en la
regulacion génica mediada por los miRNAs debido a la presencia de varios sitios blanco para los miRNAsS,
ademas de la complementariedad de los miRNAs con la secuencia codificante y por lo tanto la regulacion
de la expresion de los genes blanco (Gu W, et al. 2014, Ni et al. 2015). Interesantemente también se ha
estudiado que en algunos casos los mMiRNAs pueden actuar no solo para reprimir, sino también para inducir
la expresion genética de los genes blanco (Yousef M. et al. 2009 y Fabian K. et al. 2020). La validacion
de la interaccion in silico de miRNAs candidatos y el transcrito de OGG1 se llevé a cabo con STarMir
debido a que puede hacer predicciones para cualquier par de miRNA-ARNmM de cualquier especie de
interés, la base de datos arrojo resultados precalculados para diferentes miRNAs. En este caso
identificamos a miR-3187 y miR-3918 como miRNAs potenciales que pudieran regular la expresion de
OGGlen laregion 5"UTR.
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Un miRNA puede tener multiples sitios de union en la misma region de un gen lo que puede
incrementar potencialmente el nivel de supresion traduccional y mejorar la especificidad génica, por lo
que los diferentes algoritmos también han ayudado a identificar diferentes genes blanco de los miRNAs.
La sobreexpresion de miR-3918 en células de carcinoma hepatocelular, redujo los niveles de ARNm y
proteinas de Bcl2, el cual tiene la funcion de inhibir la muerte celular programada o apoptosis(Yang G. et
al. 2019), en otro estudio se encontrd la presencia de diversos miRNAs entre los que se identifico a miR-
3918 en lineas celulares de tumores cerebrales y en liquido cefalorraquideo de pacientes con tumores en
el cerebro, aunque se desconocen los genes blanco de mir-3918, se sugiere que puede ser un potencial
biomarcador para el diagnostico y pronostico de este tipo de tumores. (Shalaby T. et al. 2015). Por otro
lado, en un andlisis de exosomas en suero y en lineas celulares, se observo la sobreexpresion de miR-
3187-5p durante los primeros estadios de cancer de pulmén, lo que sugiere que puede usarse como un
buen biomarcador no invasivo para el uso en la deteccion temprana de pacientes con cancer de pulmon
(Zhang Z.J. et al. 2020). Los reportes que existen acerca de miR-3918 y miR-3187 no muestran el papel
en la reparacion del ADN, en este andlisis realizamos la prediccion de que podrian tener un papel
importante en la reparacion del ADN por BER a través de la enzima OGGL1, por lo cual es necesario
realizar diversos tipos de estudio para validar y confirmar la funcionalidad de los miRNA in vivo 0 in

vitro.
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