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RESUMEN 

La infección por el virus del papiloma humano 16 (VPH-16) es uno de los primeros 

eventos en el proceso de carcinogénesis en el cáncer cervical (CC). La expresión 

de las oncoproteínas virales E6 y E7 es esencial en este proceso para inactivar las 

proteínas supresoras de tumores p53 y pRb, respectivamente, además de sus 

interacciones con otras proteínas celulares. Se ha descubierto que los RNAs 

largos no codificantes (LncRNA), están desregulados en varios tipos de cáncer, lo 

que sugiere un papel importante en la tumorigénesis. En este trabajo, se 

determinó la expresión del LncRNA MINCR en células C33-A que expresan E6 de 

las variantes (AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G350) del  VPH-16. Se 

encontró que la expresión de la oncoproteina E6 regula positivamente la expresión 

de MINCR, interesantemente, E6 de la variante E-C188/G350 aumentó 40 veces 

la expresion de MINCR, seguida de la variante AA-c con 9 veces en comparación 

con el control (Mock). Mediante análisis bioinformáticos se predijo que los factores 

transcripción SP1 y MYC podrian modular la expresión de MINCR de manera 

dependiente de E6 del VPH-16. Adicionalmente, se predijo que MINCR tiene como 

objetivo a cinco miRNAs y 119 mRNAs, los cuales, participan en diferentes 

procesos celulares como proliferación, migración, ciclo celular y apoptosis. 

Nuestros resultados sugieren, un posible axis de regulacion lncRNA-microRNAs-

mRNAs en la migracion de células C33-A/AA-c.  

 

Palabras clave: Cáncer cervical, VPH-16, Variantes de E6, MINCR, RNAs largos 

no codificantes. 
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ABSTRACT 

Infection with human papillomavirus 16 (HPV-16) is one of the first events in the 

carcinogenesis process in cervical cancer (CC). The expression of the viral 

oncoprotein E6 and E7 is essential in this process to inactivate the tumor 

suppressor proteins p53 and pRb, respectively, in addition to their interactions with 

other cellular proteins. Long noncoding RNAs (lncRNAs) have been found 

deregulated in various types of cancer, suggesting an important role in 

tumorigenesis. In this work, we analyzed the expression of the LncRNA MINCR in 

HPV-16 E6 oncoprotein variants (AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 and E-

G350) C33-A cells. We found that the expression of E6 oncoprotein positively 

regulates MINCR. Interestingly, the E6 variant E-C188/G350 increased the MINCR 

expression for 40 times, followed by the E6 variant AA-c with 9 times compared to 

the control. Through bioinformatic analysis, we determined that SP1 and MYC 

transcription factors could modulate the MINCR expression by an HPV-16          

E6- dependent pathway. Additionally, it was predicted that MINCR targets five 

miRNAs and 119 mRNAs, which participate in cellular processes such as 

proliferation, migration, cell cycle and apoptosis. Our results suggest a possible 

lncRNA-microRNAs-mRNAs regulation axis in the migration of C33-A/AA-c cells. 

 

Keywords: Cervical cancer, HPV-16, E6 variants, MINCR, LncRNAs 
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INTRODUCCIÓN 

El cáncer cervical (CC) a nivel mundial representa la cuarta causa de muerte en 

mujeres después del cáncer de mama, pulmón y colorrectal. Recientemente se 

reportó que el CC presentó una incidencia de 604,127 nuevos casos y una 

mortalidad de 341,831 (GLOBOCAN, 2020). La infección del virus del papiloma 

humano de alto riesgo (VPH-AR) (particularmente, VPH-16) es la principal causa 

del desarrollo y progresión del CC (Hausen, 2009). Las propiedades oncogénicas 

y de persistencia del virus se deben a la expresión de las oncoproteínas E6 y E7 

que degradan a proteínas involucradas en la supresión de la carcinogénesis, como 

los supresores de tumor p53 y pRb (Doorbar, 2015).  Se han reportado variaciones 

intratípicas en el gen que codifica para la oncoproteína E6 y la región LCR del    

VPH-16  y hasta la fecha, se han clasificado en 4 linajes y 9 sublinajes con base 

en su ubicación geográfica: Asiática Europea (EAS); Africana 1 (AFR1); Africana 2 

(AFR2) y Asiática Americana/Norte Americana (AA/NA) (Seedorf et al., 1985) 

(Cornet et al., 2012). En el sur de México, se ha reportado que las variantes más 

frecuentes del VPH-16 son E-G350, AA-a, AA-c, E-C188/G350 y E-A176/G350 

asociadas con CC (Ortiz-Ortiz et al., 2015). Por otro lado, se reportó que la 

oncoproteina E6 de las variantes del VPH-16 es capaz de inducir la expresión 

diferencial de genes involucrados en procesos celulares que contribuyen al 

desarrollo del CC (Zacapala-Gómez et al., 2015). Adicionalmente, se encontró a 

través de un análisis bioinformático que las células que expresan las variantes de 

E6 del VPH-16 presenta un perfil de expresión diferencial de RNAs largos no 

codificantes (LncRNAs) (datos no publicados). 

Los LncRNAs son trascritos por la polimerasa II, pueden ser cortados y 

empalmados (splicing). Además, estos LncRNAs se caracterizan principalmente 

por su longitud de >200 nucleótidos hasta ~100kb con presencia de 2 a 3 exones 

en promedio. De acuerdo a su localización en el genoma los LncRNAs pueden 
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clasificarse en intergénicas o génicos (Derrien et al., 2012). Actualmente, se ha 

descrito que las funciones de los LncRNAs dependen de su localización celular 

(núcleo o citoplasma). En núcleo, comprenden diversas funciones como; la 

regulación transcripcional, el procesamiento del RNA y la remodelación de la 

cromatina a través del reclutamiento de complejos asociados a la cromatina y por 

lo tanto, la expresión de genes específicos del tejido. En citoplasma, los LncRNAs 

pueden modular la estabilidad o la traducción del mRNA actuando como 

competidores endógenos (ceRNA) o esponjas hacia (LncRNA-miRNA) o andamio 

para la interacción de proteína-proteína (Koop and Mendell, 2018). 

Se ha identificado que algunos LncRNAs están involucrados en procesos celulares 

como metástasis, proliferación celular, transición epitelio mesénquima, entre otros 

(Yang et al., 2018). Una gran cantidad de LncRNAs se expresa de forma anormal 

en cáncer cervical (Aalijahan and Ghorbian, 2019) y algunos son regulados por E6 

del VPH-16 (Evans  et al., 2016). Recientemente se determinó que E6 del VPH-16 

participa en la regulación de la expresión del LncRNA FAM83H-AS1, mediante la 

interacción de E6 con el coactivador p300 en líneas de CC (Barr et al., 2019).  En 

otro estudio, demostraron que E6 regula indirectamente el incremento de la 

expresión del LncRNA TMPOP2, mediante la degradación de p53 (He et al., 

2019). 

El LncRNA inducido por MYC (MINCR) es un LncRNA intergénico, de localización 

citoplasmática (Zhong, 2019), se correlaciona positivamente con la expresión de 

MYC en personas con linfoma de Burkitt (Doose et al., 2015). Por otra parte, se ha 

descrito que la expresión aumentada de MINCR promueve la proliferación y 

migración celular a través de la expresión de la proteína EZH2 en cáncer de 

vesícula biliar (Wang et al, 2016). Otra investigación demostró que MINCR está 

aumentado en tejidos y líneas celulares de carcinoma hepatocelular (HCC), y su 

disminución suprime significativamente la proliferación, migración e inducción de la 
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apoptosis de células HCC (Cao, 2018). Recientemente, se determinó que el 

incremento en la expresión de MINCR se correlaciona con un mal pronóstico de 

los pacientes con carcinoma de pulmón de células no pequeñas (NSCLC), y la 

disminución de la expresión inhibe significativamente la proliferación y migración, e 

induce apoptosis (Wang, 2019).  En tejidos y líneas celulares de carcinoma oral de 

células escamosas (OSCC) se encontró incrementada la expresión de este 

LncRNA y se correlacionó con un mal pronóstico de las personas con OSCC. Por 

el contrario, la disminución de MINCR inhibe significativamente la proliferación, 

migración e invasión celular, y la detención del ciclo celular en la fase G0/G1 (Lyu, 

2019).  

Por lo anterior, es importante identificar los posibles mecanismos moleculares 

involucrados en la progresión del CC y la caracterización in silico y molecular del 

LncRNA MINCR podría ayudar a entender mejor su papel (en un modelo in vitro) 

en la regulación de la expresión de genes, mediado por las variantes del VPH-16. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular 

Para este estudio se utilizaron células C33-A previamente transfectadas con el 

gen E6 de las diferentes variantes del VPH-16, como se reportó anteriormente 

(Zacapala et al., 2016). Las células fueron cultivadas en medio Dulbecco's 

Modification of Eagle's Medium (DMEM) (Corrning Subsidiary Manassas, VA, 

USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Byproductos, México), 

100 U/ml de estreptomicina/penicilina (CAISSON LAB., Smithfield, UT, USA) y 500 

µg/ml de geneticina G418 (Millipore Corp., Billerica, MA, USA). Los cultivos se 

mantuvieron a 37°C con 5% de CO2. 

Cuantificación de la expresión de MINCR 

El RNA fue extraído a partir de células C33-A previamente transfectadas, a una 

confluencia del 80-90%, equivalente a 6 x 106 células transfectadas, en un tiempo 

aproximado de 48-72 hrs de cultivo, utilizando el reactivo TRizol® LS Reagent (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Posterior a la extracción, se 

realizó el tratamiento con DNAsa, utilizando 1 µl de enzima y 500 µg/µl. El cDNA 

se obtuvo por transcripción reversa utilizando 500 ng de RNA, enzima 

SuperScript™ III (200 U/µl), DTT (4µl) y oligo dT (0.5 µg/µl) (Life Technologies 

Inc., Carlsbad, CA, USA). Para llevar a cabo la amplificación y cuantificación de 

MINCR se utilizaron los siguientes primers: MINCR foward: 5´ 

AACCCTGTGAGTGCATTCCT 3´ y MINCR reverse: 5´ 

TGGAATTTCAAGCCCAACTC 3´; Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) Foward: 5´GACCCCTTCATTGACCTCAAC 3´ y Reverse: 5´ 

GTGGCAGTGATGGCATGGAC 3´. Las condiciones para la qPCR fueron las 

siguientes: desnaturalización previa a 95 ° C durante 1 min, seguida de 95 ° C 

durante 15 s, 60 ° C durante 30 s y 72 ° C durante 30 s por 40 ciclos. La expresión 

relativa se calculó mediante el método 2--ΔΔCT. 
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Construcción de las redes de RNAs competidores endógenos.  

Se construyeron redes de interacción para posteriores análisis experimentales. Se 

utilizó la base de datos de la plataforma starbase v2.0 

(https://starbase.sysu.edu.cn) para predecir las interacciones entre LncRNA-

miRNA, se excluyeron aquellas interacciones débiles. Las interacciones entre 

miRNAs-mRNAs fueron establecidas utilizando la plataforma TarBase v.8 by 

DIANA Tools (http://carolina.imis.athena-

innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex). Se utilizaron los 

siguientes criterios para incrementar la precisión de la predicción: Un puntaje 

(score) de la predicción >0.65 respaldada con al menos una evidencia 

experimental de un artículo original. 

Ontología de genes de los mRNA blanco de miRNAs con unión a MINCR.  

Para analizar y predecir los procesos funcionales de los mRNAs regulados 

indirectamente por MINCR, se realizó un análisis de ontología de genes (GO) con 

la base de datos DAVID (https://david.ncifcrf.gov). Se consideró como proceso 

significativo aquellos procesos que presentaran puntuación de enriquecimiento 

superior a >0.05. 

Predicción de unión de factores de transcripción al promotor de MINCR.  

Para predecir los sitios de unión de factores de transcripción que existen en la 

región promotora de MINCR, se utilizó la base de datos JASPAR 

(https://jaspar.genereg.net). La base de datos contiene un conjunto de datos 

curados y no redundantes de perfiles de unión derivados de colecciones 

publicadas de sitios de unión de factores de transcripción definidos 

experimentalmente para eucariotas. Se consideró una predicción significativa 

aquellas regiones que mostraran un puntaje de unión mayor a 500, con una 

significancia mínima de p <0.00001. 

https://starbase.sysu.edu.cn/
http://carolina.imis.athena-innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex
http://carolina.imis.athena-innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex
https://david.ncifcrf.gov/
https://jaspar.genereg.net/
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Análisis de datos de expresión del lncRNA MINCR en muestras del TCGA  

Los datos de expresión normalizados de muestras de CC positivas a VPH se 

recuperaron del proyecto TCGA-CESC contenidos en el repositorio de datos del 

TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/). Fueron seleccionados únicamente los datos 

pertenecientes a las muestras positivas a VPH-16, las cuales fueron 

subclasificados de acuerdo al linaje europeo o asiático-americano 

correspondiente.  

Silenciamiento del LncRNA MINCR. Para la disminución del LncRNA MINCR se 

utilizó un RNA de interferencia pequeño (siRNA), dirigido al exón 1 de la secuencia 

de MINCR, y como control negativo se utilizó una secuencia siRNA no homologa a 

ningún elemento del transcriptoma. Las células C33-A/AA-c se sembraron en 

placas de 6 pozos, posteriormente las células fueron transfectadas con 5 pmol de 

siRNA utilizando el reactivo de Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

E.U.A.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 24 horas después de la 

transfección, el RNA se extrajo usando el reactivo de trizol de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante y se almacenó a -80° C hasta el procesamiento. 

La expresión de MINCR por RT-qPCR se evaluó como se mencionó previamente, 

realizando 3 experimentos independientes por duplicado. 

Ensayo de migración celular 

El ensayo de migración celular se realizó utilizando cámaras transwell con poros 

de 8 µm (Corning Incorporated, Corning, NY, USA). Las células C33-A/AA-c 

transfectadas con siRNAs fueron despegadas y resuspendidas en DMEM sin SFB 

a una concentración de 2 x105 células en 100 µL, posteriormente fueron 

sembradas en la cámara superior de la placa. En la cámara inferior se colocaron 

600 µL de medio DMEM con 10% de SFB. Las células se incubaron por 24 h a 37º 

C con 5 % de CO2. Cada experimento se realizó por duplicado. Posteriormente, 

https://portal.gdc.cancer.gov/
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las células que migraron fueron fijadas con paraformaldehido al 3.7% durante 30 

min y teñidas con cristal violeta al 0.1% durante 30 min. Las células fueron 

cuantificadas usando el software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).  

Análisis estadístico  

Para determinar las diferencias estadísticas entre la expresión de MINCR con las 

variantes de E6 del VPH-16 se utilizó el análisis de Kruskall-Wallis utilizando el 

software STATA V.15 con la prueba de comparaciones múltiples de Dunnette y 

mediante la prueba t-student, considerando un valor de p<0.05 como significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://imagej.nih.gov/ij/
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RESULTADOS  

Las células C33-A/E-C188/G350 y C33-A/AA-c sobreexpresan el LncRNA 

MINCR. 

Con la finalidad de validar la expresión del LncRNA MINCR en células C33-A que 

expresan E6 de las variantes del VPH-16, se determinó su nivel de expresión 

relativa por PCR en tiempo real (RT-qPCR). Se encontró que cuando las células 

expresan la oncoproteína E6 del VPH-16 aumenta en la expresión del LncRNA 

MINCR en comparación con el control. Adicionalmente, encontramos que las 

células que expresan la oncoproteína E6 de la variante E-C188/G350, seguida de 

la variante AA-c tiene la mayor expresión de MINCR (figura 1, p<0.0001). Estos 

resultados indican que probablemente la oncoproteína E6 de las variantes del   

VPH-16 regulan diferencialmente la expresión del LncRNA MINCR. 
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Figura 1. Nivel de expresión del lncRNA MINCR en células C33-A que expresan E6 de las 
variantes del VPH-16. Se muestra la expresión relativa del lncRNA MINCR en células C33-A que 
expresan E6 de las variantes del VPH-16. Los niveles de expresión de MINCR fueron 
determinados por RT-qPCR y normalizados con el gen GADPH. Los datos se reportaron con 
mediana y error estándar de tres experimentos independientes por duplicado. La prueba 
estadística utilizada para comparación de medianas fue Kruskall Wallis y la prueba de comparación 
múltiple de Dunette (*p<0.05; **p<0.025, ***p<0.0005, ****p<0.0001). 

El LncRNA MINCR potencialmente podría regular cinco miRNAs y hasta 119 
mRNAs 
 
Una de las funciones atribuibles a los lncRNAs es la de competidor endógeno, por 

lo tanto, para identificar las posibles funciones del LncRNA MINCR en cáncer 

cervical construimos una red de interacción de LncRNA-miRNAs-mRNA. En primer 

lugar, se predijo la interacción de LncRNA-miRNA, utilizando la base de datos de 

la plataforma starbase v2.0. Encontramos que MINCR regula 12 miRNAs, de los 

cuales se eligieron 5 miRNAs con base en el puntaje (score) de la predicción 

>0.65. Además, identificamos posibles interacciones miRNA-mRNA (utilizando 

TarBase v.8 y miRTarBase). También predecimos que MINCR podría afectar la 

expresión de hasta 1,004 mRNAs, sin embargo, considerando solo las 

interacciones fuertes serian 119 genes con un puntaje (score) de la predicción 

>0.70 respaldada con al menos una evidencia experimental de un artículo original 

publicado (Figura 2). 

El LncRNA MINCR podria regular mRNAs involucrados en migración, 
proliferación, adhesión y ciclo celular. 

Con la finalidad de analizar y conocer en que procesos biologicos estan 

participando los genes regulados por efecto del LncRNA MINCR, realizamos un 

análisis de enriquecimiento utilizando la base de datos DAVID. El LncRNA MINCR 

regula indirectamente 119 genes, los cuales participan en procesos celulares 

como la migración, proliferación, adhesión y ciclo celular. Además, se observó que 

participan en  vías de señalización relacionadas con el desarrollo tumoral como la 

vías Wnt, NFKB y PI3K (Figura 3).  
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Figura 2. Predicción de red de interacción MINCR-miRNA-mRNA. La red consta de un LncRNA 
(MINCR), 5 miRNAs y 119 genes. En el esquema, las líneas de color verde que unen las diversas 
interacciones, entre más largas, mayor probabilidad de interacción y viceversa, entre más corta, 
menos probabilidad de interacción.  
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Figura 3. Predicción de procesos biológicos regulados por la red de interacción del LncRNA 
MINCR-microRNAs-mRNAs. El análisis de enriquecimiento de vías muestra la participación de los 
genes relacionados en la red de interacción de MINCR y sus miRNAs blanco. En el eje X del 
gráfico se representa las tasas de cambio en el enriquecimiento de procesos biológicos. El tamaño 
de los círculos representa el número de genes involucrados en los procesos celulares y el color 
indica la tasa de falsos descubrimientos (FDR). Todos los procesos biológicos representados en el 
gráfico presentaron un valor de p<0.05. 

 



Caracterización in silico y molecular del LncRNA MINCR y su posible 
papel en la migración en células C33-A/AA-c de E6 del VPH-16 

  
 

 

  
Q.B.P Diego Armando Lechuga Mercado                                                                                                             
  

21 
 

SP1 como probable regulador de la expresión de MINCR 

Para estudiar el posible mecanismo involucrado en la regulación de la expresión 

de MINCR, identificamos por revisión bibliográfica los factores de transcripción que 

han demostrado actuar como moduladores de la expresión de los lncRNAs en 

modelos de cáncer. Utilizando la base de datos (JASPAR), se identificaron tres 

sitios de unión (SU1: cccccacccct, SU2: tccccgacgca, SU3: accccaccccg) del 

factor de transcripción (FT) SP1 (Figura 4a, p<0.00001) y un sitio de unión (SU1: 

gcacacgtgcag) del FT MYC (Figura 4b, p<0.0001) en el promotor del LncRNA 

MINCR. Si nuestras predicciones son certeras la expresión de MINCR podría ser 

regulada por la unión de los FT SP1 y MYC en el promotor de MINCR. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Identificación de los sitios y secuencia genómica consenso de unión de los 
factores de transcripción SP1 y MYC. Predicción de sitios de unión de SP1 y MYC en el 
promotor MINCR usando el conjunto de datos JASPAR, se consideró una predicción significativa 
con un score de 560 (p <0.00001). 

Expresión del LncRNA MINCR en cáncer cervical 

Con el propósito de comparar nuestros resultados de expresión de MINCR en el modelo 

in vitro de células C33-A y en muestras de CC analizamos datos del TCGA. En primer 

lugar, comparamos la expresión del LncRNA MINCR en muestras positivas a dos 

A) B) SP1  MYC  



Caracterización in silico y molecular del LncRNA MINCR y su posible 
papel en la migración en células C33-A/AA-c de E6 del VPH-16 

  
 

 

  
Q.B.P Diego Armando Lechuga Mercado                                                                                                             
  

22 
 

diferentes genotipos virales [VPH-18 (n=93) Vs. VPH-16 (n=102)], sin embargo, no 

encontramos diferencia significativa entre ambos grupos. De manera interesante cuando 

analizamos solo las muestras positivas a VPH-16 y clasificadas de acuerdo a la variante 

que contienen [variantes europeas (n=21), E-Prototipo (n=70) y Asiático-americanas 

(n=10)] encontramos que las muestras positivas a las variantes Asiático americanas del 

VPH-16 expresan mayores niveles de MINCR en comparación con las muestras positivas 

a las variantes Europeas (Figura 3, p<0.05). 

 

Figura 5. Nivel de expresión del LncRNA MINCR en muestras del TCGA-CESC. A) Se gráfica  
la expresión de MINCR en muestras de TCGA positivas a VPH-16 y VPH-18. B) Se grafica la 
expresión de MINCR en muestras de TCGA positiva a las variantes Europeas y AA de E6 del VPH-
16 en comparación de la E-Prototipo. Los niveles de expresión se representan como log2 RPKM. 
La prueba estadística utilizada para la comparación de medianas fue t-student considerando un 
valor de p<0.05 como significativo. 

 

 

 

 

VPH-16 
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El silenciamiento del LncRNA MINCR en células C33-A/AA-c de E6 del VPH-
16 disminuye la migración celular. 

Para investigar la función del LncRNA MINCR en células C33-A/AA-c de E6 del    

VPH-16, se utilizó un siRNA dirigido a MINCR (siMINCR) para silenciar su 

expresión. Mediante un análisis de curva dosis respuesta se identificó la 

concentración óptima del siRNA (Figura 6). Encontramos que un mayor 

silenciamiento de MINCR se obtuvo a una concentración de 5 pmoles (69%), 

seguido de 10 pmoles (62%), 20 pmoles (59%) y 15 pmoles (50%).  

 

 

Figura 6. Silenciamiento de la expresión de MINCR. A) Expresión relativa de MINCR en células 
C33-A que expresan E6 de la variante AA-c del VPH-16 tratadas con siMINCR a diferentes 
concentraciones (5, 10, 15 y 20 pmoles). B) Expresión relativa de MINCR en células C33-A que 
expresan E6 de la variante AA-c del VPH-16. Se graficaron las medias ± desviaciones estándar de 
1 experimento independiente por triplicado. Anova de una vía, prueba de comparación múltiple de 
Dunnette. (*p<0.05; **p<0.025, ***p<0.0005, ****p<0.0001). 

 

A) B) 
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Finalmente, para evaluar la función de MINCR, se hicieron ensayos de migración 

en cámaras Transwell con las células donde se disminuyó la expresión de MINCR. 

Como era de esperarse, la migración celular disminuyó por el silenciamiento de 

MINCR (Figura 7, p<0.025).  

 

Figura 7. Disminución de la migración celular por efecto del silenciamiento de MINCR en      
C33-A/AA-c. Se hicieron ensayos de migración por medio de cámaras Transwell, se encontró que 
la migración celular disminuyó por el silenciamiento de MINCR. Se graficaron las medias ± 
desviaciones estándar de 1 experimento independiente por duplicado. La prueba estadística 
utilizada para la comparación de medianas fue t-student considerando un valor de p<0.05 como 
significativo (*p<0.05; **p<0.025). 
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DISCUSIÓN  

En la actualidad, se considera que el cáncer cervical (CC) es el cuarto carcinoma 

más común en el mundo (GLOBOCAN, 2020). Se sabe que la infección 

persistente por el VPH-16 es el principal factor de riesgo para su desarrollo. 

Estudios recientes han determinado que existen variaciones en la secuencia de 

nucleótidos del gen E6 del VPH-16 que pueden traducirse en cambios en la 

secuencia de aminoácidos (a.a.) de la proteína correspondiente. Es altamente 

probable que estos cambios modulen la función de la oncoproteína E6 y por lo 

tanto su papel en el desarrollo de CC. Hasta la fecha, pocos estudios han 

analizado el efecto de las variaciones intratípicas del oncogén E6 del VPH-16 y su 

participación en el desarrollo del CC. (Cuninghame et al., 2017, Jackson et al., 

2016, Jackson et al., 2014). Sin embargo, recientemente ha surgido un interés en 

determinar los posibles mecanismos de una gran clase de RNA no codificantes, 

los LncRNA, en el contexto de la carcinogénesis asociada a la infección por  VPHs 

de alto riesgo oncogénico.  

Se ha demostrado que los LncRNAs tienen la capacidad de unirse a proteínas, 

mRNA o miRNA, y están involucrados en múltiples funciones biológicas como 

proliferación, migración e invasión celular (Dong et al., 2017). El LncRNA MINCR 

se ha encontrado incrementado en una gran variedad de canceres como 

nasofaríngeo (Zhong, 2020), pulmón (Chen, 2019), vesícula biliar (Wang, 2016), 

oral (Lyu, 2019) y hepatocelular (Cao, 2018). Por lo tanto, es de gran interés el 

estudio de los LncRNAs en el contexto de biomarcadores para el diagnóstico y 

pronóstico del cáncer, así como dianas terapéuticas (Arun  et al., 2018).  

En este estudio, se analizó la expresión del LncRNA MINCR en células C33-A que 

expresan la oncoproteína E6 de las variantes del VPH-16. Nuestros resultados 

muestran que la oncoproteína E6 de referencia (E-Prototipo) y las variantes de E6 

del VPH-16 (AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G350) incrementan la 
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expresión del LncRNA MINCR en comparación con el control (Mock). De manera 

interesante, la variante E-C188/G350 incrementa 40 veces más la expresión de 

LncRNA MINCR seguida por la variante AA-c (que la incremento nueve veces) en 

comparación con el control. A la fecha no hay reportes que analicen la 

participación de la oncoproteína E6 del VPH-16 en la regulación de la expresión 

del LncRNA MINCR, sin embargo en nuestro grupo de trabajo se encontró que la 

expresión del LncRNA MINCR esta incrementada en las  líneas celulares de CC 

HeLa, SiHa, y Caski en comparación con la línea celular C33-A (García-de Jesús, 

L., y Maldonado, L., 2020). Esto sugiere que probablemente la presencia de E6 de 

los VPH-16 o 18 modula la expresión de los lncRNAs como MINCR. Una 

posibilidad es que  el incremento en la expresión de MINCR dependa del nivel de 

expresión de la oncoproteína E6 en las células C33-A que expresan las variantes 

de E6 del VHP-16. En nuestro modelo de estudio se ha determinado la expresión 

de E6 (de manera indirecta, a través de la detección de la GFP) por citometría de 

flujo y se han encontrado ligeras diferencias entre las variantes, sin embargo no 

podemos saber si son suficientes para modular la expresión de MINCR. 

Recientemente, se reportó a través de un análisis in silico que los cambios de a.a. 

presentes en las variantes de E6 del VPH-16 no alteran su estructura 3D. Pero si 

presentan cambios en sus parámetros fisicoquímicos, que posiblemente estén 

involucrados en el patrón diferencial de interacciones con sus proteínas objetivos 

(Rodríguez-Ruiz et al., 2019). Es probable que los cambios de a.a. presentes en 

las variantes de E6 modifiquen los patrones de interacción proteína-proteína que 

pudieran estar implicados en la regulación de la expresión de MINCR. 

Barr y colaboradores demostraron que la sobreexpresión de E6 en queratinocitos 

primarios expresan una gran cantidad de LncRNA. De todos los LncRNAs 

regulados por E6 se seleccionó de manera aleatoria a FAM83H-AS1 y 

demostraron que la oncoproteína E6 y el coactivador CBP-P300 participan en su 
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regulación (Barr et al., 2019). Por otro lado en otro estudio, se demostró que E6 

regula la expresión del LncRNA TMPOP2 degradando a p53 (He et al., 2019). 

Por otra parte, en este estudio exploramos in silico la posible regulación de 

expresión positiva del LncRNA MINCR en los modelos in vitro, para esto usamos 

bases de datos públicas como la base de datos JASPAR, e identificamos tres 

sitios de unión del FT SP1 en el promotor de MINCR. Como se ha descrito por 

Sen y colaboradores, SP1 forma un complejo con p53, sin embargo, cuando existe 

una infección por VPH-16, E6 forma un complejo con E6AP, la cual degrada a p53 

por la vía del proteasoma 26S, liberando y translocando a SP1 al núcleo para su 

unión a una región consenso de citocinas localizadas en el promotor de las 

metiltransferasas de DNA (DNMTs) e incrementando su expresión (Sen, 2018). 

Existen evidencias que muestran que el factor de transcripción SP1 induce la 

expresión del LncRNA LINC01234 relacionado con el aumento de OTUB1 en 

líneas celulares de cáncer de pulmón (Xie et al., 2019), así como de FOXD3-AS1, 

un LncRNA que está involucrado en la tumorigenesis del CC a través de la vía de 

interacción FOXD3-AS1/miRNA-296-5p/HMGA1 (Ma et al., 2021). Por otra parte, 

se ha reportado que SP1 es capaz de reclutar a histonas acetilasas (HAT) y 

desacetilasas (HDAC) conduciendo a la acetilación de histonas de nucleosomas 

adyacentes a la región de la cromatina y como resultado facilita la transcripción. 

Interesantemente, la unión de E6 con la HAT p300 induce la expresión del 

LncRNA FAM83H-AS1 y favorece la proliferación y migración celular en modelos 

de células de CC (Barr et al., 2019). Se ha informado que el FT MYC, regula la 

expresión del 15% de todos los genes codificadores de proteínas humanas, así 

como algunos genes no codificantes (Winkle et al., 2015). Hace unos años, Doose 

y colaboradores descubrieron que el LncRNA inducido por MYC (MINCR) era 

capaz de modular la red transcripcional de MYC (c-Myc) en células de linfoma de 

Burkitt. Por lo tanto, decidimos explorar si el FT MYC tenía sitios de unión en el 
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promotor de MINCR e interesantemente encontramos un sitio de unión. Se ha 

demostrado que E6 se une a MYC, induciendo modificaciones epigenéticas en el 

promotor de hTERT aumentando su expresión (Zhang et al., 2017). De acuerdo a 

nuestro análisis, identificamos tres secuencias de unión de SP1 y una secuencia 

de unión a MYC río arriba de la región promotora de MINCR, lo que indica que 

este LncRNA podría estar siendo regulada su expresión por SP1 y MYC en 

nuestros modelos de C33-A que expresan a las variantes de E6 de VPH-16.  

En la mayoría de los estudios se ha observado que el LncRNA MINCR, participa 

regulando indirectamente la expresión de los mRNAs blancos mediante la función 

ceRNAs al ser esponjas de miRNAs. Los miRNAs son reguladores críticos de la 

expresión génica, pueden guiar a los miRISC para que apunten a los mRNA 

mediante el emparejamiento de bases con las regiones 3' no traducidas (UTR) de 

los mRNA, lo que da como resultado la degradación o represión traduccional de 

los mRNA objetivos (Jonas and Izaurralde, 2015). Por lo tanto, se realizó un 

análisis bioinformatico para predecir las redes de interacción de 

MINCR/miRNAs/mRNAs con la finalidad de proporcionar evidencias que apoyen 

los posibles mecanismos o funciones de MINCR. Los resultados mostraron la 

interacción de un total de 119 genes codificantes y 5 microRNAs como posibles 

moléculas con las que interactúa el LncRNA MINCR. Dichos genes fueron usados 

para obtener las posibles ontologías biológicas en las que podrían participar 

MINCR/miRNAs/mRNAs. De manera interesante, estos mRNAs están asociados 

en procesos celulares que contribuyen al desarrollo del cáncer como la 

proliferación, adhesión, ciclo y migración celular. 

En este sentido, con base a la evidencia funcional, experimental y bioinformática 

de MINCR, realizamos el silenciamiento de MINCR en C33-A/AA-c con 5 pmoles 

de siRNA de acuerdo a nuestra curva dosis respuesta con 24 horas post-
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transfección. Encontramos un silenciamiento del 69% de MINCR a una 

concentración de 5 pmoles.  

Al evaluar el papel de MINCR en la migración celular, encontramos que 

silenciamiento de MINCR disminuye la migración celular en células C33-A/AA-c. 

Posiblemente, la regulación en la expresión de moléculas que participan en la red 

de interacción MINCR/miRNAs/mRNA, podría ser la causa de la disminución de la 

migración celular. MINCR,  funciona como ceRNA para múltiples miRNAs en 

diferentes tipos de cáncer. En las diferentes evidencias experimentales, al 

disminuir la expresión de MINCR, se restaura la expresión de miRNAs y por lo 

tanto, se disminuye la expresión de los genes objetivos de los miRNAs, y como 

consecuencia podría disminuir la migración celular.  
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CONCLUSIÓN 

Nuestros resultados demuestran que las células que expresan E6 de las variantes 

del VPH-16 incrementan la expresión del lncRNA MINCR y las evidencias 

experimentales y bioinformáticas aquí mostradas indican que probablemente los 

factores de transcripción SP1 y MYC regulan la expresion de MINCR a nivel 

transcripcional, a través de la unión a su región promotora. Por último, la 

disminución de la migración en C33-A/AA-c podría ser a causa de la restauración 

de la función de miRNAs en sus genes blancos, por efecto del silenciamiento de 

MINCR.  
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PERSPECTIVAS 

 Determinar la expresión de los factores de transcripción SP1 y MYC a nivel 

de mensajero y proteína. 

 Realizar una correlación entre la expresión de SP1, MYC y MINCR. 

 Evaluar la expresión genes involucrados en la migración celular.  

 Evaluar el efecto de la disminución de MINCR en la proliferación celular.  
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