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RESUMEN

La activacion del genoma embrionario implica la degrada-
cion masiva de los RNAm maternos almacenados durante la
ovogénesis por accion de miRNAs. DICER es la ribonuclea-
sa encargada de procesar miRNAs para que sean capaces de
reconocer el 3’'UTR de un RNAm y bloquear su traduccion.
En bovinos la expresion del gen Dicer tiene el comportamie-
to de un RNAm materno. El objetivo del presente estudio fue
demostrar que el RNAm de Dicer es regulado por un miRNA.
Mediante un andlisis bioinformatico se identifico la region
completa del 3’UTR de Dicer bovino y a través del programa
miRmap se encontro que el miRNA bta-miR-19a tenie sitios de
union con este 3’'UTR. Posteriormente se transfecto un cultivo
de células de la granulosa bovina con diferentes concentracio-

nes del bta-miR-19a (10, 30 y 50nM) por 5h; el cultivo celu-
lar se mantuvo durante 48h mas. Se extrajo el RNA total y se
sintetizo el ¢cDNA para medir la expresion del gen Dicer por
PCR cuantitativa y de la proteina DICER por western blot con
un anticuerpo especifico. Los resultados indicaron que no hubo
diferencias en el nivel de expresion del RNAm (P>0,05) entre
las diferentes concentraciones del bta-miR-19a; sin embargo,
por western blot se demostro disminucion de la proteina DI-
CER (P<0,05) en células transfectadas con 50mM de bta-miR-
19a. Estos resultados demuestran que el bta-miR-19a inhibe la
traduccion del RNAm del gen Dicer, lo que implica que siendo
DICER quien genera los miRNAs, es ella misma quien promue-

ve su propia regulacion a nivel genomico.

Introduccion

La identificacion y caracte-
rizacion de los genes que par-
ticipan en la regulacion del
crecimiento del ovocito y de
la transicion ovocito-embrion,
son requeridos para entender
los mecanismos de madura-
cion, fertilizacién y desarrollo
embrionario. Los RNAm ma-
ternos son transcritos, sinteti-
zados y traducidos en el ovo-
cito durante el proceso de
maduracion y después de la
fertilizacion en la transicion
ovocito-embrion (Bettegowda
et al., 2008). Al inicio de su
desarrollo, el ovocito es trans-
cripcionalmente activo y se
encuentra almacenando RNAm
para ser utilizado en la etapa
de maduracion hacia la meta-
fase II. Una vez que ocurre
arresto en metafase II, se tor-
na transcripcionalmente inac-
tivo y contintia asi, aiin des-

pués de la fecundacion. Cuan-
do se encuentra inactivo, los
RNAm almacenados son los
encargados de mantener el
aporte de proteinas necesarias
para soportar las primeras
etapas el desarrollo embriona-
rio hasta la activacion del ge-
noma embrionario (Tesfaye
et al., 2009).

En el modelo bovino, se han
identificado diversos RNAm
maternos; Mater (Pennetier
et al., 2006), Nobox (Tripurani
et al., 2011), Nmp2 (Lingen-
felter et al., 2011) y Zarl
(Brevini et al., 2004), entre
otros. Burrola-Barraza et al.
(2011) analizaron la expresion,
durante el desarrollo embrio-
nario bovino, del gen Dicer
que participa en el procesa-
miento de los miRNAs; encon-
traron que Dicer se expresa en
el ovocito inmaduro, maduro y
en el embrion de 2-4 células,
para después decaer en el

embrion de 8-16 células y vol-
ver a expresarse en la morula,
tiempo que coincide con la
activacion del genoma embrio-
nario en bovino. Este patron
de expresion es similar al que
presentan los genes maternos
como Mater (Pennetier et al.,
2006), lo que sugiere que
Dicer tiene un patron de ex-
presion correspondiente a un
RNAm materno.

Los miRNAs son RNAs de
~24 nucleotidos de longitud,
codificados a lo largo del ge-
noma dentro de regiones in-
tergénicas o en regiones intro-
nicas. Una vez expresados son
procesados en el citosol por la
enzima DICER, luego son
ensamblados en un complejo
miRISC donde hibridan con
el extremo 3’ no traducido
(UTR’3) de un RNAm blanco
para promover su degradacion
(Bushati y Cohen, 2007).
Diversos estudios han demos-

trado que los microRNAs par-
ticipan en la regulacion de los
RNAm maternos y, por con-
siguiente, en la activacion del
genoma embrionario (Bette-
gowda et al., 2008; Tripurani,
2011). Tokumaru et al. (2008)
determinaron que el RNAm
de Dicer es el blanco de Let-
7a en células humanas cance-
rosas de pancreas, Hs766T.
Por su parte Tao et al. (2012)
analizaron la expresion de
Dicer en las células T24 (cé-
lulas de cancer de vejiga de
humano) donde encontraron
que el microRNA miR-18a
disminuyo la expresion de
Dicer a nivel de RNAm y
proteina. Asi mismo en el
bovino se ha demostrado que
en los RNAm maternos como
Nobox y Nmp2 se regulan via
los miRNAs 196a y 18la, res-
pectivamente (Lingenfelter
et al., 2011; Tripurani et al,,
2011). Con base en estos an-
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THE miRNA bta-miR-19a REGULATES DICER GENE EXPRESION IN BOVINES
Ana Karen Torres-Garcia, M. Eduviges Burrola-Barraza, Beatriz E. Castro-Valenzuela and Juan Alberto Grado-Ahuir

SUMMARY

Embryonic genome activation implies a massive degrada-
tion of maternal mRNAs stored during oogenesis, through
miRNAs. DICER is a ribonuclease responsible for process-
ing miRNAs by recognition of 3’'UTR mRNA and blockade of
its translation. Dicer gene expression has a maternal mRNA
function. The goal of the present work was to show that Di-
cer mRNA is regulated by a miRNA. The complete region of
the bovine Dicer 3’UTR was identified by means of bioin-
formatic tools and, with the miRmap program, it was found
that bta-miR19a has binding sites to this 3’'UTR. Subsequent-
ly, transfection was performed for 5h with different concen-
trations (10, 30 y 50nM) of bta-miR-19a in a culture of bo-

vine granulosa cells; the cell culture was maintained for 48h
more. Total RNA was isolated and cDNA was synthetized to
quantify the Dicer gene expression by Real Time PCR and
the DICER protein by western blot assay with a specific anti-
body. Results indicated that there were no differences in the
level of gene expression (P>0.05) between the different con-
centrations of bta-miR-19a. However, western blot showed a
decrease of DICER protein (P<0.05) in transfected cells with
50mM bta-miR-19a. This demonstrates that bta-miR-19a in-
hibits the translation of the RNAm of the Dicer gene, which
implies that, as DICER generates the miRNAs, it promotes its
own regulation at a genomic level.

O miRNA bta-miR-19a REGULA A EXPRESSAO GENICA DO GENE DICER EM BOVINOS
Ana Karen Torres-Garcia, M. Eduviges Burrola-Barraza, Beatriz E. Castro-Valenzuela e Juan Alberto Grado-Ahuir

RESUMO

A ativagdo do genoma embriondrio implica a degrada¢do
massiva dos RNAm maternos armazenados durante a ovogeé-
nese por ag¢do de miRNAs. DICER é a ribonuclease encarre-
gada de processar miRNAs para serem capazes de reconhecer
0 3'UTR de um RNAm e bloquear sua tradugdo. Em bovinos
a expressao do gene Dicer tem comportamento de um RNAm
materno. O objetivo do presente estudo foi demonstrar que o
RNAm de Dicer é regulado por um miRNA. Mediante uma and-
lise bioinformatica foi identificada a regido completa do 3’'UTR
de Dicer bovino e através do programa miRmap foi observa-
do que o miRNA bta-miR-19a tem pontos de unido com este
3'UTR. Posteriormente foi transfectada uma cultura de células
da granulosa bovina com diferentes concentragoes do bta-miR-

-19a (10, 30 e 50nM) por 5h; a cultura celular foi mantida por
mais 48h. O RNA total foi extraido e o cDNA foi sintetizado
para medir a expressdo do gene Dicer por PCR quantitativa
e da proteina DICER por western blot com anticorpo especifi-
co. Os resultados indicaram que ndo houve diferengas no nivel
de expressdo do RNAm (P>0,05) entre as diferentes concen-
tragoes do bta-miR-19a; no entanto, por western blot ficou de-
monstrada a diminui¢do da proteina DICER (P<0,05) em célu-
las transfectadas com 50mM de bta-miR-19a. Estes resultados
demonstram que o bta-miR-19a inibe a tradug¢do do RNAm do
gene Dicer, o qual implica que, sendo DICER aquele que gera
os miRNAs, é também quem promove sua propria regulagdo
em nivel gendémico.

tecedentes es posible plantear
que en el bovino el gen Dicer
sea regulado por algiin microR-
NA, de igual manera que suce-
de en el humano. Por lo ante-
rior, el objetivo de este trabajo
fue demostrar que el gen Dicer
es un RNAm que es regulado
por un microRNA, cuya accion
esta implicada con el desarrollo
embrionario temprano.

Materiales y Métodos

Localizacion in silico del
UTR’3 del RNAm de Dicer

El analisis para la identifica-
cion de la region completa del
UTR’3 se realiz6 en el progra-
ma BLAST del NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), bus-
cando la homologia entre el
UTR’3 de Dicer humano
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(NM _177438.2) en el genoma
de Bos taurus (UMD 3.1.1).

Prediccion bioinformdatica del
miRNA de union a Dicer

La prediccion del miRNA
para regular el gen Dicer se
realizd siguiendo el algoritmo
computacional del software
miRmap (http:/mirmap.ezlab.
org/), donde cada uno de los
500 miRNAs de bovino alma-
cenados en esta base fueron
evaluados para interaccionar
con el UTR’3 del RNAm Dicer
(Vejnar y Zdobnov, 2012).

Cultivo de células de la
granulosa de bovino

Las células de la granulosa
fueron aisladas de acuerdo a lo
reportado por Grado-Ahuir

et al. (2009). Se utilizaron ova-
rios de vacas adultas prove-
nientes de la Empacadora Ga-
nadera de Chihuahua, S.A. de
C.V. TIF-55, los cuales se trans-
portaron al laboratorio en NaCl
0,15M estéril a temperatura
ambiente (22-25°C) en un lapso
<3h. Una vez en el laboratorio,
se lavaron tres veces con solu-
cion salina estéril a la misma
concentracion, luego se sumer-
gieron en etanol 70% por 30s,
para ser enjuagados nuevamen-
te en tres ocasiones con solu-
ciéon salina 0,15M estéril.
Posteriormente, se selecciona-
ron foliculos pequefios de
1-5mm de diametro y se aspi-
raron con aguja de calibre
21Gx112” (BD precision Glide)
adaptada a jeringa de 3ml por
llenado automadtico de la punta
sin succionar bruscamente,

para garantizar la integridad
celular. El fluido folicular ob-
tenido se centrifugd a ~291g
por 7min a 4°C, se descarto el
sobrenadante, se resuspendio y
se lavo tres veces la pastilla
celular con 7ml de medio
DMEM/Ham’s-F12 (Sigma) li-
bre de suero; durante cada la-
vado las células se separaron
del medio por centrifugacion a
~291g por 7min a 4°C. Después
de la ultima centrifugacion, la
pastilla celular se resuspendio
con 2ml de DMEM/Ham’s-F12
(Sigma) suplementado con
Smg'ml' de DNase (Sigma) y
2,5mg'ml! de colagenasa (Sig-
ma) para prevenir la aglutina-
cion de las células. Se incuba-
ron 6x10° células viables en
cajas de Petri NUNC (8,8cm?)
con 3ml de DMEM/Ham’s-F12
suplementado con 5% de suero
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de fetal bovino (Sigma) y gen-
tamicina 0,12mM, y se mantu-
vieron a 38,5°C con una atmos-
fera de 5% de CO, por 48h.

Transfeccion de células de la
granulosa con el bta-miR-19a

Para la transfeccion en el
cultivo de células de la granu-
losa se utilizaron separadamen-
te concentraciones de 10, 30 y
50nM de bta-miR-19a (MC10
649; Applied Biosystems) y un
control sin transfeccion. Se dilu-
yeron 3l de bta-miR-19a en 50ul
de Opti-MEM (Invitrogen™),
correspondiente a cada trata-
miento, mientras que en otros
tubos se diluyeron 3pul de lipo-
fectamina (Invitrogen™) en 50ul
de Opti-MEM (Invitrogen™); se
mezcld el contenido de ambos
tubos y se incubaron por 20min
a temperatura ambiente. Al
término de la incubacion se
agregaron los complejos lipo-
fectamina-DNA a cada cultivo
celular, incubandolos con esta
mezcla durante Sh a 37°C con
5% de CO,. Al terminar el
tiempo de incubacion, se des-
cartd el medio Opti-MEM con
lipofectamina-DNA y se reem-
plazé con medio DMEM/
Ham’s-F12 para mantener el
cultivo celular durante 48h a
37°C con 5% de CO,. Para re-
tirar las células del cultivo se
removié el medio y se lavo la
capa celular con PBS 1X, se
adiciono 500ul de Tripsina-
EDTA 1X (Sigma) incubando
en placa de calentamiento a
37°C por ~5min o hasta que
las células se separaron de la
superficie del plato de cultivo.
Las células en suspension se
centrifugaron a 1000rpm por
Smin a 4°C para descartar el
sobrenadante y resuspender la
pastilla en 1ml de PBS 1X y
centrifugar nuevamente. Para
finalizar, la pastilla celular se
resuspendio en 500pl de
TRIzol (Invitrogen).

Extraccion de RNA total de
células de la granulosa

Se aislo el RNA total de las
células de la granulosa prove-
nientes de cada tratamiento; se
lisaron con 500ul del reactivo
TRizol, y se transfirieron a
tubos de 1,5ml y se incubaron

en TRIzol (Invitrogen) durante
Smin a temperatura ambiente.
Al término de la incubacion se
anadio 0,10ml de cloroformo y
se procedid a dar agitacion vi-
gorosa durante 15s para poste-
riormente incubar 3min a tem-
peratura ambiente; después las
muestras se centrifugaron a
3500g durante 30min a 4°C y
la fase acuosa superior se
transfirié a un tubo nuevo.
Una vez realizado esto, el
RNA se precipitdé con 0,25ml
de alcohol isopropilico, se mez-
clo manualmente y se incubd
por 10min a temperatura am-
biente, seguido por centrifuga-
cion a 3500g durante 10min a
4°C; el sobrenadante obtenido
se retird y el sedimento de
RNA se lavo con 0,5ml de eta-
nol 70%, después se centrifugod
Smin a 3500g a 4°C, el sobre-
nadante se elimind y se dejo
secar el precipitado de RNA
durante Smin a temperatura
ambiente, después al RNA se
le adiciond 10ul del buffer TE.
El RNA eluido se cuantificé en
un espectrofotémetro Nano-
Drop (ThermoScientific) a una
longitud de onda de 260nm. El
RNA obtenido se almaceno a
-80°C hasta la sintesis de cDNA.

RT-PCR cuantitativa

La sintesis de cDNA se realizd
partiendo de 10ng de RNA total,
empleando el kit SuperScript®
VILO™ (Invitrogen™) en un
volumen final de 20ul. Las
reacciones se colocaron en un
termociclador Techne bajo el
siguiente programa: temperatu-
ra de ajuste de 25°C por 10min
seguida de 60min a 42°C, para
desactivar la enzima a una
temperatura de 85°C por Smin
y por ultimo se mantuvo el
sistema a 4°C. El cDNA obteni-
do se cuantificd en un espectro-
fotometro NanoDrop (Thermo-
Scientific) a una longitud de
onda de 260nm. Para las rec-
ciones de PCR cuantitativa se
utilizé el kit TagMan Gene
Expression Assay (Applied
Biosystems) que incluye una
sonda especifica para Dicer
(Bt03217754_m1) con el repor-
tero FAM vy el quencher MGB-
NFQ y se selecciono el gen
RNArI8S como gen endogeno.
La mezcla de reaccion se rea-
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liz6 usando en todos los casos
100ng de cDNA, 1ul de Taq-
Man Gene Expression Assay
20X, 10pul del TagMan Uni-
versal Master Mix Il y agua
libre de nucleasas hasta com-
pletar un volumen final de
20ul. Las reacciones se realiza-
ron en el equipo Real Time
StepOne (Applied Biosystems)
bajo el siguiente programa:
activacion de la polimerasa a
95°C por 10min, seguida de 40
ciclos de amplificacion consti-
tuidos por desnaturalizacion a
95°C por 15s y alineamiento/
extension a 60°C por lmin.

Ensayos de western blot

Posterior a la transfeccion en
el cultivo de células de la gra-
nulosa, se retird el medio de
cultivo, se anadieron 400ul de
CellLytic M y 20pl de inhibi-
dor de proteasas (GE
Healthcare), se incubaron du-
rante 15min en agitacion cons-
tante, al término se tomo el
lisado de células y se procedid
a centrifugar por I5min a
12000g; el sobrenadante que
contiene el extracto de protei-
nas se transfirid a un tubo
nuevo. Se cuantificaron las
proteinas empleando el kit
BCA*Protein (Pierce) en un
espectrofotémetro Nanodrop
(ThermoScientific). Las protei-
nas se almacenaron a -20°C
hasta su posterior uso. Los
extractos de proteinas totales
(54pg) se separaron por SDS-
PAGE y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa a
4°C con 100V por 1h, al termi-
nar la transferencia la membra-
na se tind con rojo de Ponceau
para confirmar la presencia de
las proteinas. Se realizaron la-
vados con PBS hasta eliminar
el colorante y se dejo en solu-
cion de bloqueo PBS-Tween20
0,05% y leche Svelty baja en
grasa al 5% durante toda la
noche a 4°C con agitacidén
constante. Para la deteccion de
las proteinas se incubo con el
anticuerpo policlonal contra
DICER (H-212, Santa Cruz
Biotecnology) y el anticuerpo
policlonal contra ACTINA
(H-300, Santa Cruz Biotec-
nology), ambos con dilucién
1:200 y una concentracion de
200ug'ml!, el periodo de incu-

bacion fue de 3h a temperatura
ambiente y agitacion constante,
al término se realizaron cinco
lavados con PBS-Tween20 al
0,1%. Para realizar la deteccion
del anticuerpo primario se in-
cubd con un segundo anticuer-
po de cabra anti-conejo IgG-
HRP (Santa Cruz Biotecnolgy)
diluido 1:1000 con una concen-
tracion de 200pg -ml?! durante
1h a temperatura ambiente y
agitacion constante. Al concluir
la incubacion del segundo anti-
cuerpo se lavaron las membra-
nas con PBS-Tween20 al 0,1%
y se procedid al revelado con
el kit ECL western blotting
substrate (Promega™) siguien-
do las especificaciones del
fabricante.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se
realizaron tres veces de forma
independiente. Para el analisis
de expresion génica se analizd
la abundancia relativa del
RNAm, la cual se determino
por el método 24T de acuerdo
a lo sugerido por Livak y
Schittgen (2001), donde el ACT
se generd a partir de la dife-
rencia del promedio de los CT
del gen de interés normalizado
con el promedio de los CT del
control interno RNArISS.

Para el analisis de western
blot, posterior a la digitaliza-
cion en formato JPG de la pla-
ca autorradiografica, la intensi-
dad de cada mancha se estimd
seleccionando el area y obte-
niendo la densidad por pixel
(dpp) con el software Imagel
(http://rsbweb,nih.gov/ij/index.
html). La cantidad relativa de
la proteina DICER se obtuvo
normalizando con la dpp obte-
nidad de la proteina ACTINA.

Para todos los casos se reali-
z6 un analisis parametrico en
el programa XLSTAT-Base
donde se utilizo la prueba
Krustal-Wallis para probar sig-
nificancia a P<0,05 entre los
tratamientos.

Resultados y Discusion

Prediccion bioinformatica del
miRNA de union a Dicer

La hipotesis de esta investi-
gacion fue que en bovinos el
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gen Dicer es regulado via de-
gradacion por un miRNA. Para
probar esto lo primero que se
necesitaba tener era la secuen-
cia completa del UTR’3 del
RNAm que codifica el gen
Dicer en bovinos. Para ello se
realizd una busqueda en la base
de datos del Genebank del
NCBI, donde se encontrd que el
RNAm Dicer (NM_203359.1),
tiene un tamano reportado de
5828 bases (b), con una region
codificante de 5571 b, lo que
deja una longitud de 40 b para
la region UTR’3, muy corta si
se tiene en cuenta que el extre-
mo UTR’3 de la mayoria de los
RNAm tiene una longitud ma-
yor a 1000 b. Dado que el resto
de la secuencia que compone el
UTR’3 no esta reportada como
tal, se procedi6 a la identifica-
cion completa de esta region.
Teniendo el antecedente que el
UTR’3 de Dicer humano
(NM _177438.2) si se encuentra
reportado en el Genebank, se
realizo un analisis de homologia
con el programa BLAST en el
NCBI, comparando la secuen-
cias del UTR’3 humano
(NM_177438.2) contra el geno-
ma de Bos taurus UMD 3.1
reportado en el NCBIL El resul-
tado mostré un 82% de identi-
dad entre el UTR’3 humano
con el cromosoma 21 de Bos
taurus, (Figura la). Una vez
que se ubico la posicion exacta
en el cromosoma 21, fue posible
identificar en el resto del gen
Dicer (NM_203359) que ya esta
reportado, el codon de paro y la
sefial de poliadenilacion, lo que
llevé a determinar una region
de 4388pb que conforman el
UTR’3 del gen Dicer bovino
(Figura 1b). Con esta secuencia
entonces se procedio a realizar
la prediccion del miRNA blan-
co siguiendo el algoritmo del
software miRmap, donde se se
logr6 predecir que el bta-miR-
19a tiene un sitio de unién que
abarca de la posicion 291 a la
298 del UTR’3 para Dicer bovi-
no (Figura 2). Los miRNAs se
encuentran localizados en exo-
nes e intrones de RNA no codi-
ficante o en intrones de RNA
codificantes (Lugo et al., 2009).
Interesantemente, muchos miR-
NA se localizan en familias de
genes policistronicos, donde a
partir de un transcrito primario
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Figura 1. Localizacion in silico del UTR’3 del RNAm Dicer bovino. A: Esquematizacion donde se comparan
los RNAm del gen Dicer de bovino (B. taurus) y humano (H. sapiens). B: Localizacion del UTR’3 de Dicer
en B. taurus, mediante Blast del UTR’3 de Dicer humano contra el genoma completo de B. taurus. La secuen-
cia AATAAG dentro de la caja gris corresponde a la sefial de poliadenilacion.
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Figura 2. Prediccion bioinformaética del miRNA de union al UTR’3 de Dicer. Sitio de union bta-miR-19a en

el UTR’3 de Dicer bovino.

se generan multiples miRNAs
(Aravin et al., 2003; Altuvia
et al., 2005). El bta-miR-19a
forma parte de la familia miR-
17-92 (Romao et al., 2014), que
ademas del bta-miR19a genera
otros cinco miRNAs indivi-
duales: miR-17, miR-18a, miR-
19a, miR-20a, y miR-92a; don-
de todos los miembros de esta
familia han sido relacionados
con procesos oncogénicos (Tao
et al., 2012).

Accion del miRNA bta-miR-
19a sobre la expresion de
Dicer bovino

Con el fin de comprobar la
accion del bta-miR-19a sobre la
regulacion del RNAm Dicer,
este miRNA se introdujo me-
diante un ensayo de transfec-
cioén en un cultivo primario de
células de la granulosa de ori-
gen bovino, las cuales expresan
de forma enddgena el gen

Dicer. Después de transfectar
con diferentes concentraciones
el bta-miR-19a se encontré
(Figura 3) que el bta-miR-19a
es capaz de disminuir la expre-
sion del gen Dicer. Aunque no
se encontrd diferencia estadisti-
ca significativa (P>0,05) en
ninguno de los tratamientos, se
observa una clara tendencia a la
disminucion de la expresion de
Dicer al transfectar las células
de la granulosa con una con-
centracion de 50nM del bta-
miR-19a. Para confirmar que la
depresion de la expresion del
gen Dicer afectaba la traduc-
cion de la proteina, se realiza-
ron ensayos de western blot con
extractos proteicos provenientes
de células de la granulosa trans-
fectadas con el bta-miR-19a.
Los resultados indicaron que en
las células de la granulosa
transfectadas con 50nM de bta-
miR-19a, la presencia de la pro-
teina DICER disminuye en

comparacion con los otros trata-
mientos (P<0,05; Figura 4).
Esto implica que el Dicer bovi-
no se regula de una forma simi-
lar a como lo hace el Dicer
humano, con la diferencia que
en humanos la represion es me-
diada por miR-18a (Tao et al.,
2012). Es importante sefnalar
que tanto el miR-18a como el
bta-miR-19a pertenecen a la
familia miR-17-92, lo que con-
vierte a la regulacion del
RNAm de Dicer en un evento
evolutivamente conservado. Sin
embargo, diferentes investiga-
ciones realizadas en humano
han demostrado que el Dicer es
regulado por accion del miRNA
let-7 en lineas celulares Hs766T
de cancer de pancreas (Toku-
maru et al. 2008) y también por
miR-130 en células de céancer
de cérvix (He et al. 2014). Lo
anterior implica que Dicer en
humano puede ser regulado por
varios miRNAs dependiendo
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Figura 3. Nivel de expresion del gen Dicer en células de la granulosa
bovina transfectadas con 10, 30 y 50nM de bta-miR-19a. Sobre las bar-
ras los datos se muestran como 2%t xerror estandar y letras en mins-
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Figura 4. Concentracion de la proteina DICER en células de la granulosa
bovina transfectadas 10, 30 y 50nM de bta-miR-19a. Sobre las barras los
datos se muestran como densidad por pixel (dpp) +error estandar y letras en
mintsculas diferentes denotan diferencia estadistica significativa (P<0,05)

del tipo celular en el que se
encuentre. Si esto sucede de la
misma manera en el bovino es
una interrogante interesante de
dilucidar. Por lo pronto, los re-
sultados de este estudio coinci-
den con los obtenidos en huma-
no, donde la expresion del gen
Dicer es regulada por la accion
de un miRNA. Lo que es intri-
gante es la proteina DICER,
quien genera los miRNAs, ya

que entonces pareciera que la
misma DICER modula su pro-
pia expresion. La activacion del
genoma embrionario implica la
degradacion masiva de los
RNAm maternos almacenados
durante la ovogénesis por ac-
cion de miRNAs. De acuerdo a
lo reportado por Burrola-
Barraza et al. (2011) la expre-
siéon del gen Dicer tiene un
comportamiento similar a lo

INERCIENLIA JANUARY 2019 « VOL. 44 N° 1

reportado para RNAm maternos
y, coincidentemente, algunos
RNAmM maternos como Nobox y
Nmp2 también son regulados
por miRNAs (Lingenfelter
et al., 2011; Tripurani et al.,
2011). Integrando esto, propone-
mos que en el bovino el gen
Dicer, al ser un RNAm mater-
no es regulado via la accion del
miRNA bta-miR-19a, y modula
su propia expresion.
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