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1. RESUMEN

Actualmente el cancer representa uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial,
siendo el cancer de mama (CM) uno de los que presenta mayores indices de incidencia y
mortalidad en mujeres de todo el mundo. El progreso en el area de biologia molecular ha
permitido entender la heterogeneidad de esta enfermedad y sus caracteristicas moleculares,
las cuales son utilizadas en la clinica como una guia para la eleccion de estrategias de
terapia sistémica. Dentro de los diferentes subtipos de CM, se encuentran los tumores que
son negativos para el receptor de estrogeno, progesterona y el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico, conocidos como triples negativos (TN), siendo este tipo de cancer
de los mas agresivos clinicamente y con un prondstico pobre, para los que actualmente no
hay terapias dirigidas establecidas.

El factor de iniciacion de la traduccion eucarionte (e/F4E), es un oncogen que se encuentra
sobreexpresado en diversos tipos de cancer incluyendo el CMTN, por lo que desempeiia un
importante papel en la tumorigénesis y la progresion de la enfermedad. Diversos estudios
sugieren que elF4E podria emplearse en la terapia molecular dirigida, no obstante los
mecanismos a nivel molecular de la participacion de este gen en los procesos oncogénicos
atn no han sido descritos.

Por lo anterior en este estudio se llevd a cabo la clonacion del transcrito maduro que
codifica para el gen elF4E, a partir de lineas celulares de cancer de mama humano en un
vector de expresion, a fin de desarrollar reactivos bioldgicos caracterizados que permitan
posteriormente realizar investigacion a nivel bioquimico, celular y molecular y evaluar su
participacion en la patologia molecular del cancer de mama.

La obtencion mediante la reaccion de amplificacion de los productos esperados para el gen
elF4E, permitio realizar su ligacion en el vector de expresion y transformar células
competentes de E.coli, identificando mediante PCR de colonia 3 clonas en la orientacion
apropiada. Los andlisis de las secuencias obtenidas a partir de las 3 clonas mediante
secuenciacion tipo Sanger, mostraron que 2 de las clonas no presentaron ninguna mutacion
por lo que dichas clonas no contienen cambios a nivel de aminodcidos, mientras que una de
las clonas presenta una mutacion de tipo transversion, la cual genera un codon de paro a
nivel de proteina.

En conjunto estos resultados indican que mediante la reaccién de clonacién se pudieron
obtener materiales biologicos que resultan funcionales y que permitiran la realizacion de
investigacion en estudios posteriores de la participacion del gen elF4E en procesos
oncogeénicos, principalmente en el CMTN.




2. ABSTRACT

Currently the cancer represents one of the most important health problems worldwide,
being the breast cancer (BC) one with the highest incidence and mortality in women.
Advances in molecular biology have let us to understand the heterogeneity of the disease
and its molecular characteristics which has been used as a guide to choosing strategies of
systemic therapy. Within the different subtypes of BC, there are tumors which were found
to be negative for estrogen receptor, progesterone, and the epidermal growth factor
receptor-2, known as triple negative (TN), this type of cancer is the most aggressive
clinically and with poor prognosis due to the abscense of therapies well targeted.

The eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E), is an oncogene overexpressed in
several types of cancer including the TNBC, and therefore has an important role in
tumorigenesis and progression of the disease. Several studies suggest e/F4E could be used
in the directed molecular therapy; however the mechanisms at molecular level of
participation of this gene in the oncogenic processes have not yet been described.

Therefore in this study was carried out the cloning of the mature transcript that encodes for
the gene elF4E, from cell lines of human breast cancer in an expression vector, in order to
develop biological reagents characterized to subsequently carry out research at the
biochemical level, cellular and molecular and evaluate its participation in the molecular
pathology of breast cancer.

The collection of data through the reaction of amplification products of the expected gene
for the elF4E, made it possible to carry out your ligation in the expression vector of
competent and transform cells of E. coli, identified by colony PCR 3 clones in the proper
orientation. The analysis of the sequences obtained from the 3 clones of Sanger sequencing
showed that 2 of the clones showed no mutation by what these clones do not contain
changes at the level of amino acids, while one of the clones presents a transversion
mutation type, which generates a stop codon at the level of protein.

Together, these results indicate that using the cloning reaction are able to obtain biological
materials that are functional and will allow the carrying out of research in subsequent
studies of the involvement of the gene e/F'4E in oncogenic processes, mainly in the TNBC.




3. INTRODUCCION

3.1 Cancer

3.1.1 Definicion
El cancer se caracteriza por el crecimiento anormal de células, causado por multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas que inducen cambios en la expresion génica, los
cuales conducen a un desequilibrio en la proliferacion y la muerte celular y en Gltimo caso,
a la progresion de una poblacion de células que pueden invadir los tejidos y ocasionar

metastasis en sitios distantes (Ruddon, 2007).

El céncer no so6lo es una enfermedad sino un amplio grupo de enfermedades, por lo que
existen mas de 100 diferentes tipos de cancer, la mayoria de los cuales toman el nombre del
organo o de las células en donde se originan (Nee, 2013). Actualmente el estudio de las
caracteristicas moleculares de cada tipo de tumor, ha llevado a la implementacion de

tratamientos especificos (Allan & Travis, 2005).

3.1.2 Epidemiologia del cancer

3.1.2.1 Global
El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo,

en 2012 se atribuyeron 8.2 millones de muertes y 14.1 millones de nuevos casos, en
comparacion con los 7.6 millones y 12.7 millones, respectivamente, en 2008 (“OMS |
Céncer”). Los tipos de cancer mas cominmente diagnosticados en todo el mundo fueron
los de pulmén (1.8 millones, 13.0% del total), mama (1.7 millones, 11.9%), y colorectal
(1.4 millones, 9.7%), mientras que las causas mas comunes de muerte por cancer fueron
el de pulmén (1.6 millones, el 19.4% del total), de higado (0.8 millones, 9.1%) y
estomago (0.7 millones, 8.8%) (“OMS- Las 10 causas principales de defuncion en el

mundo”).

A pesar de los grandes esfuerzos en politicas ptblicas, en investigacion y en los avances
en el estudio de fArmacos contra el céncer, este problema de salud publica ha ido en
aumento, por lo que para 2030 se espera que la incidencia mundial se incremente a 21.7

millones nuevos casos de cancer y 13 millones de muertes por céancer, debido




principalmente al crecimiento y envejecimiento de la poblacion (GLOBOCAN IARC,
2012).

Durante las ultimas cinco décadas de investigacion epidemiologica a nivel internacional, se
ha demostrado que la mayoria de los canceres que son frecuentes en una poblacion, no lo
son en otra y que la incidencia del cancer puede variar con el tiempo. La mayoria de los
canceres mas comunes que se producen en el mundo, estdn estrechamente relacionados con
la edad, las exposiciones ambientales y el estilo de vida, mientras que los tumores
ocasionados por factores genéticos heredables comprenden cerca del 10% de todos los
casos, lo que demuestra que casi la mitad de todos los casos de céncer en el mundo se
pueden prevenir (IARC, 2015). Existen evidencias que muestran disminuciones en la
incidencia de cancer después de intervenciones preventivas, por ejemplo, la disminucion en
las tasas de cancer de pulmon y otros canceres relacionados con el tabaco, por un descenso
en el tabaquismo (Eisinger et al., 2015; Mor¢re et al., 2015) y la disminucion de las tasas de
carcinoma hepatocelular, debido a la vacunacion contra el virus de la hepatitis B (Di
Bisceglie, 2009; Michielsen & Ho, 2011). Otro ejemplo exitoso de las politicas de
intervencion, es la disminucion de la tasa de mortalidad del cancer cervico-uterino, debida
al escrutinio por la prueba de Papanicolaou y recientemente por la implementacion de las
vacunas contra diferentes tipos del virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo (Miller

et al., 2015; Vichnin et al., 2015).

Por lo anterior, es claro que se requiere de una mayor inversion en medidas de prevencion,

siendo estas ultimas un factor imprescindible para la disminuciéon en la incidencia y

mortalidad (IARC, 2015).

3.1.2.2 El cancer como un problema de salud publica en México
En México las muertes por cancer se han disparado en los Gltimos 30 afios, entre 1980 y

2011 la tasa de mortalidad por cancer crecid 56%, pasé de 39.5 muertes por cada 100 mil
habitantes a 61.7 por cada 100 mil habitantes, segin la Secretaria de Salud. El céncer
constituye la tercera causa de muerte en el pais y segin estimaciones de la Union
Internacional contra el Céancer, cada afio se suman mas de 128 mil casos nuevos y el 60%

son detectados en etapas avanzadas (SSA-SPPS, 2013).




A pesar de los esfuerzos de las instituciones de salud publica para diagnosticar y atender a
las personas con cancer, muchos mexicanos mueren por esta causa. En 2012 del total de
defunciones, 13% se debieron a algun tipo de tumor y de éstas, 93.5% fueron por
neoplasias malignas (INEGI, 2014). Los tipos de cadncer con un mayor numero de muertes
son el de pulmodn (9.7%), prostata (8.1%), estdmago (8.0%), higado (7.7%) y mama (7.2%),
este ultimo es el tipo de cancer de mayor incidencia en todo el pais (13.8%), seguido por el
de prostata (9.5%), cervico-uterino (9.4%), colén (5.8%) y pulmén (5.7%) (GLOBOCAN
IARC, 2012).

En México las campafias de informacion sobre la valoracion, proteccion, intervencion y de
los tratamientos para cancer son cada vez mas efectivas, pero es innegable que todavia
mucha gente fallece por este mal. El sistema de salud en México comprende dos sectores,
el publico y el privado, entre los programas que atienden a la poblacion sin seguridad social
esta el Seguro Popular de Salud (SPS), el cual ofrece un paquete de 18 intervenciones de
alto costo, dentro de las que se incluye el tratamiento para cancer en nifios, cancer cervico-
uterino y cancer de mama; las evaluaciones indican que son las familias mas pobres las que
se han afiliado a este seguro (Dantés et al., 2011). Un estudio hecho por el Instituto
Nacional de Salud Publica, sefiala que poblaciones marginadas en términos sociales,
geograficos y econdmicos, tienen una mayor probabilidad de morir por canceres
prevenibles, lo cual se atribuye a que no se recibe un diagnostico oportuno y por tanto el

tratamiento es tardio (Palacio-Mejia et al., 2009).

3.1.3 Factores de riesgo
El cancer es causado por diversos factores relacionados al estilo de vida, factores

ambientales y factores genéticos (Anand et al., 2008).

Entre los factores asociados al estilo de vida se encuentran, los relacionados con la dieta,
la actividad fisica, el consumo de alcohol y/o tabaco y la salud sexual y reproductiva
(Rock et al., 2012). En general, el consumo de una dieta alta en grasas, el sobrepeso, la
obesidad, poco o nulo consumo de frutas y vegetales, incrementa el riesgo en el cancer,
de la misma manera muchos de los carcindgenos son ingeridos en la dieta y pueden

provenir directamente de los alimentos, de los aditivos alimenticios o de la preparacion




de los mismos, como nitratos, nitrosaminas y dioxinas (Greenwald, 1992). Por otra
parte, se ha demostrado que las personas que realizan ejercicio regularmente, tienen
menor riesgo para ciertas formas de cancer. Mientras que el consumo de alcohol y/o
tabaco y las practicas sexuales sin protecciéon relacionadas a enfermedades de
transmision sexual, aumentan el riesgo a desarrollar algunos tipos de la enfermedad

(Danaei et al., 2005).

Dentro de los diversos factores de riesgo, el medio ambiente estd implicado en la causa
de la mayoria de los canceres humanos, causando dafio al DNA y diversas mutaciones
somaticas patogénicas (Lord & Ashworth, 2012). Dichos factores ambientales se pueden
clasificar en quimicos, fisicos y biologicos. Entre los carcindgenos quimicos se
encuentran el humo del tabaco, compuestos en el aire por la contaminacion como
particulas de carbono, hidrocarburos aromaticos policiclicos, pesticidas, entre otros
(Wogan et al., 2004). Diversos tipos de cancer son inducidos por agentes fisicos como,
la radiacion ionizante y no ionizante, tipicamente de sustancias radioactivas y rayos UV
(Belpomme et al., 2007). Asi mismo, los factores biologicos mas importantes son
diversos virus, tales como virus de papiloma humano, virus Epstein Barr, virus hepatitis
C y B y algunos otros microorganismos parasitos como Schistosoma haematobium y
bacterias como Helicobacter pylori que participan como carcinogenos (Anand et al.,

2008).

Los factores de riesgo de tipo genético estan asociados a las mutaciones en las células de
cancer, que cubren una amplia gama de alteraciones en el DNA, incluyendo cambios o
alteraciones cromosomicas, asi como cambios en las secuencias de nucleotidos. La
acumulacion de mutaciones es critica para el desarrollo de cancer y explica por qué el
principal factor de riesgo para esta enfermedad es la edad. Dentro de las alteraciones
genéticas que predisponen al cancer, las mutaciones heredadas representan
aproximadamente el 5-10% de los factores de riesgo de todos los canceres (Herceg &
Hainaut, 2007). De la misma manera, numerosas alteraciones epigenéticas en cancer

como las alteraciones en la estructura de la cromatina, la metilacion del DNA y la




impronta genémica contribuyen a la progresion de los tumores (Nguyen & Massagué,

2007).

3.1.4 Proceso de Carcinogénesis
El desarrollo y progresion del cancer es un proceso que ocurre en una serie de pasos de
gran complejidad molecular, en donde participan multiples genes. La carcinogénesis
puede dividirse conceptualmente en tres etapas: iniciacidon del tumor, promocion

tumoral y progresion tumoral (Barrett, 1993) (Figura 1).

La primera etapa de la carcinogénesis, la iniciacion del tumor es el resultado de alteraciones
genéticas irreversibles (Pitot, 1993), donde la célula afectada no constituye una célula
neopldsica, pero que después de diversos cambios sucesivos genotipicos y fenotipicos, se
comienza a presentar el fenotipo neoplasico (Trosko, 2003). El nimero de mutaciones que
son necesarias para que una c€lula normal progrese a un céncer avanzado, han sido
sugeridas por modelos matematicos basados en la relacion entre la edad y la incidencia, en
donde se propone que para algunas neoplasias se requieren seis o siete mutaciones en genes
especificos (Armitage & Doll, 1954; Nordling, 1953). No obstante en el cancer de colon y
pulmon se ha descrito que solo se requieren tres mutaciones (Tomasetti et al., 2015). En
esta etapa de iniciacion tumoral, las células pueden permanecer en estado latente durante

semanas, meses o afos, o pueden crecer de manera autonoma y clonal (Player et al., 2004).

La promocion del tumor comprende la expansion clonal selectiva de células iniciales y
la inhibicion de la apoptosis (Barcellos-Hoff et al., 2013). Debido a que la tasa de
acumulacion de mutaciones es proporcional a la tasa de division celular, la expansion
clonal de las células iniciales por tanto, produce una mayor poblacion de células que

presentan nuevos cambios genéticos (Holland-Frei Cancer Medicine, 2003).

El siguiente paso, la progresion tumoral, se caracteriza por la irreversibilidad, la
inestabilidad genética, el crecimiento acelerado, invasion, metéstasis, y cambios en las
caracteristicas bioquimicas, metabolicas y morfoldgicas de las células, asi mismo la
angiogénesis constituye un suceso esencial para la progresion neoplasica. Asi mismo, la

generacion de microvasculatura (angiogénesis) constituye un proceso bioldgico esencial




para la progresion neoplasica (Dixon & Kopras, 2004). La progresion tumoral
comprende la expresion del fenotipo maligno (cambios morfologicos) y la tendencia de
las células malignas para adquirir de manera sostenida caracteristicas mas agresivas con
el tiempo como la metastasis, la cual implica capacidad de las células tumorales para
secretar proteasas, que permiten la invasion mas alla de la ubicacion del tumor primario

(Holland-Frei Cancer Medicine, 2003).

Célula

Célula maligna Membrana basal epitelial

Célula derivada
de médula dsea

Ciancer y microambiente tumoral

Figura 1. Proceso de carcinogénesis. Se esquematizan los pasos implicados en el proceso de
carcinogénesis, iniciacion, progresion y promocion tumoral. La carcinogénesis es un proceso de multiples
pasos en el que las células epiteliales progresan a través de una serie de fenotipos pre-malignos hasta que
se desarrolla un cancer invasivo. CAF, Fibroblasto asociado a cancer; IMC, célula micloide inmadura.

(Modificada de Barcellos-Hoff et al., 2013).

De la misma manera, las células cancerosas presentan seis alteraciones en la fisiologia
celular que contribuyen al desarrollo tumoral (Figura 2).
1. Aumento en la produccidon de sefales proliferativas. En el cancer la

desregulacion de sefiales de crecimiento ocurre principalmente por el aumento en




la expresion y secrecion factores de crecimiento extracelulares que se unen a
receptores de la superficie celular, los cuales contienen tipicamente dominios de
tirosina quinasa intracelulares. Igualmente los receptores de estos factores
presentan mutaciones somaticas que originan defectos en mecanismos de
retroalimentacién negativa, dando como resultado un aumento o la activacion
constitutiva de las sefales proliferativas. Algunos ejemplos son la desregulacion
de los receptores EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico) y
HER2 (Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano), los cuales
activan las vias RAS y del fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) favoreciendo la
proliferacion celular descontrolada (Bardeesy & Sharpless, 2006).

Evasion de los supresores de crecimiento. Las células cancerosas también
evaden los programas que regulan negativamente la proliferacion celular.
Muchos de estos programas dependen de la actividad de genes supresores de
tumores como Rby TP53 (Sherr, 2004).

Resistencia a la muerte celular programada (apoptosis). Las células cancerigenas
tumorales también son capaces de resistir a la apoptosis a través de un aumento
en la expresion de los miembros de la familia Bcl-2 (proteinas anti-apoptoéticas)
y la desregulacion de las caspasas, asi como la presencia de mutaciones en el gen
TP53, un gen supresor de tumores y regulador de la apoptosis (Wong, 2011).
Incremento en la capacidad replicativa. Las células cancerosas necesitan un
potencial de replicacion ilimitado para generar tumores macroscopicos. Sin
embargo, las células normales en el cuerpo solo tienen un nimero limitado de
ciclos de division celular. Esta limitacion controla el crecimiento de todos los
tejidos y se ha asociado con dos barreras distintas a la proliferacion: la
senescencia y la crisis, las cuales promueven la muerte celular (Hanahan &
Weinberg, 2011). Asi mismo, un mecanismo adicional es la sobrexpresion de la
telomerasa, enzima que permite la extension y mantenimiento indefinido de los
telémeros y que aumenta la proliferacion celular y la resistencia a la apoptosis,
eventos indispensables para el crecimiento del tumor (Artandi & DePinho,

2010).




5. Angiogénesis. La generacion de neovasculatura asociada al tumor. Los tumores
activan una mezcla de sefiales proangiogénicas para la generacion de vasos
grandes y distorsionados, los cuales presentan un flujo sanguineo irregular,
micro-hemorragias, permeabilidad y permiten niveles anormales de proliferacion
de células endoteliales. Los principales factores que estimulan la angiogénesis,
son el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
placentario (PIGF) y la angiopoyetina-1 (ANG1) (Bergers & Benjamin, 2003).

6. Activacion de la invasion tisular y metéstasis. Las células tumorales desarrollan
tipicamente alteraciones moleculares que permiten cambios fenotipicos
manifestados en formas celulares de hoz, reduccion de la adhesion al tejido
epitelial de origen, la destruccion de la membrana basal y la adhesion a la matriz
extracelular (ECM) (Nguyen et al., 2009). Estos eventos permiten en la invasion
local, la distribucion de las células tumorales por via sanguinea y linfatica y
finalmente el establecimiento de focos metastdsicos en tejidos distantes

(Hanahan & Weinberg, 2000).

Actualmente se proponen dos caracteristicas patologicas adicionales a las células
tumorales, (i) la desregulacion energética celular (metabolismo), principalmente la
del metabolismo de glucosa y su dependencia de otras vias metabdlicas alternativas
(Jones & Thompson, 2009) y (ii) la evasion de la destruccion celular por el sistema
inmune, el cual reconoce y eliminar las células cancerosas (Dunn et al., 2006).
Ademas se han descrito dos caracteristicas que permiten la adquisicion de todas las
anteriores, (i) la promocién del tumor mediada por inflamacion, en donde se liberan
sustancias quimicas (citocinas) en el microambiente tumoral, que pueden dar lugar a
mutaciones genéticas que permiten y aceleran la formacion del tumor (Grivennikov,
Greten, & Karin, 2010) y (ii) la inestabilidad genémica, causante del aumento en la
tasa de mutaciones, alterando la funcidon celular y contribuyendo a la progresion

tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011; Charames & Bapat, 2003).
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Figura 2. Alteraciones en la fisiologia celular durante el desarrollo tumoral. Las células cancerigenas
presentan caracteristicas diferentes en los distintos tipos de tumor, las cuales les permiten crecer y
metastatizar a diferentes organos distantes. Basados en diversos estudios, se han logrado identificar las

caracteristicas mas distintivas de las células tumorales. (Modificada de Hanahan & Weinberg, 2011).

3.2 Cancer de mama

3.2.1 Definicion
El cancer de mama se define como un crecimiento descontrolado de las células del seno. Es
una enfermedad compleja y multifacética que abarca una gran variedad de entidades,
mostrando una variaciéon considerable en los atributos clinicos, morfoldgicos, genéticos y

moleculares (Vuong et al., 2014).

3.2.2 Epidemiologia
En 2012, 1.7 millones de mujeres en el mundo fueron diagnosticadas con cancer de mama y
se registraron 522 mil muertes. Desde el 2008 la incidencia del cdncer de mama ha
aumentado en mas del 20%, mientras que la mortalidad ha aumentado en un 14%, el cancer

de mama es la causa mas comiin de muerte por cancer entre las mujeres y el tipo de cancer
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mas frecuentemente diagnosticado entre las mujeres en 140 de 184 paises en todo el
mundo, representando el 18% de todos los canceres femeninos. El cancer de mama es la
principal causa de muerte por cancer en los paises menos desarrollados, en parte debido a
un cambio en los estilos de vida asociado a factores de riesgo, que provoca un aumento en

la incidencia (GLOBOCAN IARC, 2012).

Los datos de salud publica indican que el cancer de mama en las mujeres ha aumentado, a
la par de los costos econdmicos en los sistemas de salud y los recursos disponibles son
limitados. Ademas la mayoria de las mujeres son diagnosticadas en etapas finales, por lo
que no se tiene la posibilidad de aplicar programas de diagnostico precoz y referencia
oportuna para el tratamiento. A nivel mundial se estima que mas de un millon de mujeres,
son diagnosticadas con cancer de mama cada afio y mas de 410,000 morirdn a causa de la

enfermedad (“OMS | Cancer de mama”).

En México, el cancer de mama es la segunda causa de muerte por cancer a nivel
poblacional y en las mujeres, ocupa el primer lugar de mortalidad por cancer, con 5680
muertes al afio y una incidencia de 20,444 nuevos casos (GLOBOCAN IARC, 2012). Las
tasas de mortalidad por cancer de mama muestran un aumento notorio en las ltimas cinco
décadas, desde el 2006, el cancer de mama cobra mas vidas al afio que el cancer cervico-
uterino, en contraste con 1980, donde el riesgo de morir a causa del cancer cervico-uterino
era dos veces mayor que el de cancer de mama (SSA, 2013) (Figura 3).

Durante los ultimos cinco afios, la tasa observada para mujeres de 20 afios y mas que ha
fallecido por cancer mamario aumentd de 13.92 por cada 100 mil en 2007 a 14.05 en 2011
(INEGI, 2013). El afio con mas defunciones por esta causa fue 2008 con una tasa de 14.30
de cada 100 mil mujeres de 20 afios y mds, en ese afio murieron 4,818 mujeres mexicanas

lo cual implica un fallecimiento cada 2 horas (Knaul et al., 2009).
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Figura 3. Mortalidad por cancer de mama y cancer cervico-uterino en mujeres en México 1955-2008. Tasa
por cada 100,000 mujeres ajustada por edad. El cancer de mama y cervico-uterino representan las dos
primeras causas de mortalidad por tumores malignos en mujeres en México, hasta el afio 2004 el cancer
cervical era la principal causa de mortalidad, pero a partir del afio 2006, el cancer de mama se vuelve la

primera causa de mortalidad por cancer ( Knaul et al., 2009).

La mayoria de las muertes por cancer de mama pueden evitarse, ya que la evidencia
internacional sefiala que el cancer de mama es curable si se detecta oportunamente (etapa I)
y el tratamiento médico es el adecuado. Un estudio de la Secretaria de Salud de México
revela que, hasta dos terceras partes de las muertes por cancer de mama en mujeres
menores de 75 afios se pudieron evitar con la deteccion temprana de la enfermedad y con la
aplicacion del conjunto de tratamientos médicos que existen para aliviarla. Sin embargo,
los datos de acceso y utilizacion de servicios de salud para el cancer de mama en México

son escasos y alin no se cuenta con un registro nacional de cancer (SSA, 2013).

3.2.3 Factores de riesgo
El cancer de mama se presenta con mayor frecuencia en mujeres blancas, seguidas de
mujeres negras e hispanas y con menor frecuencia en mujeres asidticas (Sauter & Daly,
2010). La incidencia de cancer de mama aumenta con la edad, duplicindose cada 10 afios
hasta la menopausia. Las mujeres que comienzan a menstruar a temprana edad o que tienen
una menopausia tardia tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama (McPherson

et al.,, 2000). Asi mismo la nuliparidad y el primer parto a edad tardia, aumentan la
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incidencia de cancer de mama (Kasum et al., 2014), mientras que la lactancia disminuye el

riesgo de cancer de mama en mujeres que han tenido varios hijos (Sauter & Daly, 2010).

Los antecedentes familiares también constituyen un factor de riesgo, hasta el 10% de cancer
de mama en los paises occidentales es debido a la predisposicion genética. La
susceptibilidad al cancer de mama generalmente se hereda como una enfermedad
autosdmica dominante, con penetrancia limitada por una mutacion de linea germinal (como
BRCAI, BRCA2, CHEK 2, TP53 o PTEN) (McPherson et al, 2000). El sindrome
hereditario de cancer mama, se caracteriza principalmente por la presencia de mutaciones
en un par de genes, BRCAI y BRCA2, los cuales estan situados en los brazos largos de los
cromosomas 17 y 13 respectivamente y se ha identificado que representan un muy alto
riesgo en el cancer de mama, ambos genes son muy grandes y las mutaciones pueden

ocurrir en casi cualquier posicion (Shiovitz & Korde, 2015).

Ademas del riesgo por la presencia de estos genes en el cancer de mama hereditario, han
sido reportados otros genes que tienen un papel importante en el cancer de mama
esporadico, como MYC, ErbB2 (HER2/neu) PIK3CA, AKTI, CDHI, GATA3, RBI1 y TP53
(Kenemans et al., 2008).

Los efectos proliferativos de las hormonas endégenas apoyan la observacion de que la
exposicion exodgena a las hormonas, en forma de anticonceptivos orales, principalmente a
estrogeno, se asocia con el riesgo de cancer de mama. Del mismo modo datos
epidemiologicos en todo el mundo, confirman que el uso de la terapia hormonal
posmenopdusica se asocia con una mayor incidencia de cancer de mama (Hanf & Hanf,

2014).

Algunos otros factores de riesgo relacionados al estilo de vida son la nutricion, ya que
existe una estrecha correlacion entre la incidencia de cdncer de mama y la ingesta de grasas
en la dieta de las poblaciones, directamente relacionado con la obesidad (Ghose et al.,
2015). Otros estudios también han mostrado una relacion entre, el consumo de alcohol y de

tabaco y la incidencia de cancer de mama (McPherson et al., 2000).
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3.2.4 Anatomia de las glandulas mamarias femeninas
Las mamas estan constituidas por las glandulas mamarias, la piel y tejido conjuntivo
asociado (Figura 4). Las glandulas mamarias son glandulas sudoriparas modificadas, que se
situan sobre la fascia superficial, anteriores a la musculatura pectoral y a la pared toracica
anterior, consisten en una seric de conductos y los loébulos secretorios asociados, éstos
convergen para formar de 15 a 20 conductos lactiferos o galactoforos, que desembocan de
forma independiente en el pezdn, el pezdn estd rodeado por un area de piel pigmentada

denominada areola (Drake, ef al., 2010).

Un estroma de tejido conectivo bien desarrollado rodea a los conductos y lobulos de la
glandula mamaria, en ciertas regiones este tejido conjuntivo se condensa para formar
ligamentos bien definidos, los ligamentos suspensorios de la mama, (ligamentos Cooper)

que se encuentran en continuidad con la dermis y soportan la mama (Tortora y Derrickson,

2006).

Pared del pecho
==

Figura 4. Anatomia de la glandula mamaria femenina. Se muestran el pezon y la aréola en la parte externa de
la mama, también se muestran los ganglios linfaticos, los 16bulos, los lobulillos, los conductos y otras partes

internas de la mama femenina (“Diccionario de cancer”).

Las funciones de las glandulas mamarias son, la sintesis, secrecion y eyeccion de leche,
estas funciones son conocidas como lactacion y se asocian al embarazo y al parto (Tortora

y Derrickson, 2006).

El carcinoma mamario crea tension en los ligamentos de Cooper, produciendo depresiones

de la piel y se ubica de preferencia en el cuadrante superior externo de la glandula, aquel
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que contiene la prolongacion axilar. Macroscopicamente, se presenta como una masa firme,
de tamafio variable, granulosa, de color blanco, seca, con pequefias estrias o puntos de
aspecto cretaceo, su contorno puede ser policiclico o infiltrante. Al microscopio, el
carcinoma mamario ha sido clasificado desde muchos puntos de vista: grado de
diferenciacion tubular, irregularidad o atipia de los nicleos, proporcion del tejido
conjuntivo acompanante, presencia de receptores hormonales, semejanza de las células

tumorales con las normales (Drake ef al., 2010).

3.2.5 Clasificacion
En base a sus caracteristicas clinicas, morfologicas, genéticas y moleculares se ha

desarrollado un sistema de clasificacion para el cdncer de mama.

3.2.5.1 Histologica

Una de las clasificaciones se basa en la apariencia histopatologica del tumor primario.
Clinicamente factores como, el grado del tumor (diferenciacién), el estadio tumoral
(tamafio del tumor y el nimero de los ganglios linfaticos involucrados) y receptores, junto
con la edad del paciente y el estado menopausico, son utilizados para evaluar el prondstico,
dirigir la terapia y predecir la respuesta al tratamiento (Alizart et al., 2012)

Histolégicamente, el cancer de mama es dividido en carcinoma in situ (ductal y lobular) y
carcinoma invasivo (infiltrante) (Figura 5). El carcinoma ductal in situ (DCIS), es
considerablemente mas comin que el carcinoma lobular in situ (LCIS), el DCIS se
subdivide a su vez en cinco subtipos: comedo, cribiforme, micropapilar, papilar y sélido.
Similar a los carcinomas in sifu los carcinomas invasivos se subdividen en: ductal
infiltrante, lobular invasivo, ductal/lobular, mucinoso (coloide), tubular, medular y papilar.
De éstos, el carcinoma ductal infiltrante es el mas comin y se subclasifica en bien
diferenciado (gradol), moderadamente diferenciado (grado2) o pobremente diferenciado
(grado 3); basado en los niveles de pleomorfismo nuclear, formacidon glandular/ tubular e

indice mitotico (Malhotra et al., 2010).
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Cancer de mama

L ™~
- =y
-

Carcinama in sifu Carcinoma invasivo (infiltrante)

by v
+ _*_ Tubular Papilar
Ductal | Lobular |

l Ductallobular Medular

\d
Poca variacidn histologica *

Muci ide)
Comedo Sdlido Lobular invasivo _Mucinoso (coloide)

J Ductal infiltrante

Cribiforme Papilar
= = v v

Bien diferenciada Pabremente diferenciado

Wicropapilar

Moderadamente diferenciada

Figura 5. Clasificacion Histologica del cancer de mama. De acuerdo a esta clasificacion el cancer de mama
puede ser clasificado en dos grandes grupos carcinoma in situ de tipo ductal o lobular y carcinoma invasivo
de tipo tubular o papilar, los cuales a su vez se subdividen en otros subtipos. (Modificada de Malhotra et al.,

2010)

3.2.5.2 Biolégica

El cancer de mama se puede clasificar en base a los receptores hormonales, el receptor de
estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y a la expresion del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2), empleando inmunohistoquimica con un panel de
marcadores de anticuerpos ( incluyendo ER , PR, HER2 , CK5/6 y EGFR), en secciones de
tejido con hibridacion in situ (CISH / SISH o FISH), que también se utiliza para evaluar la
amplificacion del gen HER2, el cual estd presente en aproximadamente el 18% de los
canceres de cancer de mama (Alizart et al., 2012).

La accion del ER esta influenciada por receptores de factores de crecimiento tales como,
HER?2 (a través de Src o MAPK), asi como por los complejos ciclina/CDK que modulan la
fosforilacion y por lo tanto la actividad. De la misma manera, el gen del receptor de
progesterona esta regulada por el estrogeno (Vuong et al., 2014). Aproximadamente el 40%
de los tumores ER positivos son PR negativos, la regulacion del PR también esta
relacionada con la modulacion por receptores de factores de crecimiento. Los tumores que
son PR negativo, siempre son representativos de una sefializaciéon anormal de los factores

de crecimiento (Bardou et al., 2003).

En conjunto, estos biomarcadores proporcionan informacion predictiva respecto al

prondstico y a ciertas terapias elegibles (Viale, 2012).
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3.2.5.3 Molecular
A nivel molecular se identificaron diversos subtipos, que fueron confirmados y clasificados
como: basal, normal, HER2", luminal (subtipos A y B). Estos subtipos moleculares de

cancer, fueron identificados por andlisis de expresion génica basada en microarreglos

(Perou et al., 2000).

El grupo basal muestra la mayor diversidad, con respecto a las caracteristicas
histopatoldgicas, perfiles de mutacion, la respuesta a la quimioterapia, el comportamiento
metastasico y las tasas de supervivencia. Este subtipo se caracteriza generalmente por la
expresion de las citoqueratinas de alto peso molecular CK5/6 y CK14, junto con EGFR, c-
KIT, FOXCI, TP53, mutaciones frecuentes y un alto indice de proliferacion (Badve et al.,
2011).

Recientemente, otros subtipos han sido identificados, como baja claudina, apocrino de tipo
molecular y grupos relacionados con interferén (Tabla 1). Los tumores de baja claudina
suelen ser triple negativo, carcinoma metaplasico y tumores con diferenciacion medular
(Prat et al., 2010). El grupo apocrino de tipo molecular contiene tumores ER negativo,
muestra positividad a AR y caracteristicas histologicas apocrinas tales como, abundante
citoplasma eosinofilico y nucleolos prominentes(Farmer et al., 2005). Los tumores
relacionados con el grupo asociado a interferon ain no se han descrito (Weigelt et al.,

2010).

Tabla 1. Caracteristicas de los subtipos moleculares y relacion con tipos histologicos especiales de
cancer de mama. (Modificada de Weigelt et al., 2010).

Basal ER- CK5/6+ Quistico adenoide, Células acinares Medular,
PR- EGFR+ Metaplasico, Lobular pleomorfico, Secretor
HER2-
HER2/ER- ER- CK5/6+ /- Apocrino, Lobular, Micropapilar, Lobular
PR- EGFR+/- pleomorfico
HER2+
Luminal ER+(-) Apocrino, CDI osteoclastico, Lobular,
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PR+/- Micropapilar,Coliodeo, Neuroendocrino,Lobular
HER2-(+) pleomorfico, Tubular
Molecular ER- AR+ Apocrino
apocrino PR- CK5/6+ /- Lobular pleomoérfico
HER2+/- EGFR+/-
Baja claudina ER- CLDN bajo/- Metaplasico
PR- CDH1 bajo /- Medular (?)
HER2- CK5/6+ /-
EGFR+/-
Relacionado con ER-/+ STATI1 Medular (?)
interferén HER2-

AR: receptor de androgenos, CDHI: cadherina E, CLDN: Claudina, CK: citoqueratina, EGFR: receptor
del factor de crecimiento epidérmico, ER: receptor de estrogenos, CDI: carcinoma ductal invasivo, PR:
receptor de progesterona, STATI: transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1. -: negativo,+:

positivo,+/-: ocasionalmente positivo; -/+: raramente positivo.

3.2.6 Tratamiento
El prondstico y las opciones de tratamiento dependen de diversas caracteristicas, como
el estadio del céancer, el tipo de cancer de mama, los niveles del receptor de estrogeno, de
los receptores de progesterona y del receptor (HER2/neu) en el tejido tumoral, la edad de la
mujer, la salud general y el estado menopdusico, asi como la recurrencia del cancer

(Instituto Nacional de Cancer (EUA), 2014).

El tratamiento integral del cancer de mama es multidisciplinario, los manejos locoregional
son cirugia y radioterapia en cualquiera de sus tres modalidades (neoadyuvante, adyuvante
y paliativa) y el tratamiento sistémico incluye la quimioterapia, la terapia endocrina y la

terapia dirigida a blancos moleculares (Arce et al., 2011).

Sin embargo, en los ultimos afios la descripcion de los subtipos moleculares bien definidos
de cancer de mama, junto con la identificacion de las alteraciones genéticas de conduccion
y vias de sefializacion, ha llevado a la investigacion en el desarrollo clinico de un nimero
de agentes moleculares dirigidos, ya que no constituyen una terapia citotéxica como la

quimioterapia o radioterapia (Higgins & Baselga, 2011).
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http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45849&version=Patient&language=English
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45885&version=Patient&language=English

La mayoria de los canceres de mama en el mundo son ER positivo, alrededor del 65 % de
los casos de cancer de mama con receptores de estrogeno positivos tienen también
receptores positivos de progesterona. El desarrollo de terapias para el cancer de mama con
expresion de ER, ha sido uno de los grandes avances clinicos de los ultimos 50 afos y ha
servido como un paradigma para el desarrollo de terapias dirigidas en oncologia (Sledge et
al., 2014). La terapia anti-estrogeno es la base del tratamiento de los canceres de mama ER-
positivo, estudios realizados muestran que 5 afios de tratamiento con Tamoxifen
(modulador selectivo del receptor estrogénico) o de inhibidores aromatasa (que bloquean
sintesis de estrogeno), reducen el cancer de mama, la recurrencia y mejoran la
supervivencia global en mujeres con cdncer de mama ER positivo en fase inicial y este ha
sido el tratamiento por excelencia en todo el mundo (Davies et al., 2013). El tamoxifen es
el unico agente con eficacia preventiva demostrada en mujeres pre-menopausicas, el
raloxifeno y los inhibidores de la aromatasa son opciones viables en mujeres pos-
menopausicas (Freedman et al., 2011).

Sin embargo, sigue existiendo riesgo persistente de la recurrencia del tumor después de los
5 afos de tratamiento. Los esfuerzos actuales para mejorar los resultados en atencion al
cancer de mama ER-positivo, estan orientados a las rutas vinculados a la funcion ER, como
la de PI3K/mTOR Yy via de ciclinas, que estan frecuentemente mutados en los canceres ER-
positivo (Network, 2012).

Para los pacientes HER2 positivos, se emplea el anticuerpo monoclonal dirigido anti-HER2
trastuzumab. Las investigaciones demuestran que agregar pertuzumab a trastuzumab y el
farmaco de quimioterapia docetaxel para el cancer de mama avanzado, ain no tratado ni
con quimioterapia ni con trastuzumab, aumenta la eficacia del tratamiento y alarga la vida
con pocos efectos secundarios adicionales, el lapatinib se usa cuando esta terapia ya no es
eficaz. Sin embargo, los canceres generalmente desarrollan resistencia en un cierto plazo
(Stearns et al., 2006). El everolimus es otro medicamento empleado este, esta dirigido a
inhibir mTOR y se emplea en combinacién con exemestano para tratar el cancer de seno

avanzado con receptor hormonal positivo y negativo para HER2 (Miller et al., 2009).

No obstante, el conocimiento de los mecanismos de resistencia a la terapia de HER2

(alteraciones de la via PI3K), es todavia limitado y las aplicaciones clinicas que se

20

——
| —



aprovechan de las interacciones con esta y otras vias de factores de crecimiento como
EGFR, estan aun en desarrollo. Por ello se necesitan estudiar nuevos enfoques, tanto de la
biologia de la enfermedad, como de los ensayos clinicos y el reconocimiento de que la
terapia para ser eficaz, debe ser accesible a todos los que sufren la enfermedad (Sledge et

al., 2014).
3.3 Cancer de mama triple negativo

3.3.1 Definicion
El cancer de mama triple negativo (CMTN), representa un grupo de enfermedades
heterogéneas que muestran caracteristicas moleculares, patoldgicas y clinicas distintas.
Fenotipicamente, el CMTN se caracteriza por que carece de la expresion del receptor de

estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y del receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano (HER2, ErbB2) (Mancini et al., 2014)

3.3.2 Caracteristicas
El cancer de mama triple negativo (CMTN) representa aproximadamente el 15% de los
canceres de mama, de estos alrededor del 75% son de tipo basal. Los CMTN son un grupo
heterogéneo de tumores con una caracteristica comuin, un marcado caracter agresivo con
mayores tasas de recaida y supervivencia general mas corta en el tratamiento del cancer

metastasico en comparacion con otros subtipos de cancer de mama (Abramson et al., 2015).

Las caracteristicas clinico-patologicas del CMTN incluyen, un tamafio mayor del tumor,
mayor grado histologico del tumor, extensa infiltracion linfocitica y un mayor
pleomorfismo nuclear, la mayoria de los CMTN son de grado histolégico III, sin embargo

el 10% son de grado I, lo que indica la heterogeneidad del tumor (Xu et al., 2014).

El CMTN se presenta mas frecuentemente en mujeres jovenes (<50 afios),
premenopausicas, de etnia Afroamericana o hispana (Liedtke et al., 2013). Otros estudios
relacionan el hecho de tener hijos a temprana edad, el sobrepeso, la multiparidad, uso de la
lactancia por poco tiempo, uso de métodos para suprimir la lactancia, como factores de

riesgo para el CMTN (Anders & Carey, 2009).
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Las mutaciones de linea germinal en los genes BRCAI y BRCAZ2 se han asociado con un
15% de CMTN, de los cuales 70% de estos tumores muestran una mutacion en el gen de
BRCAI y 16-23% en el gen BRCA2. Asi mismo, se han encontrado variaciones en 72 locus
identificados en cancer de mama, que se asocian con CMTN (TOX3, ESRI, RADSILI,
TERT, 19p13.1, 20q11, MDM4, 2p24.1, FTO). Ademas, la variacion en el locus 19p13.1 y
en el locus MDM4 se han asociado con esta forma de cancer pero no con otras; lo que

sugiere que estos locus son CMTN-especificos (Stevens et al., 2013).

Las vias moleculares que se han encontrado alteradas en este tipo de cancer son el ciclo
celular, mecanismos de reparacion del DNA, mecanismo de sintesis de nucledtidos, de

sefalizacion NF-kB, respuesta inflamatoria, y angiogénesis (Ossovskaya et al., 2011).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado una asociacion del CMTN con la
expresion de citoqueratinas 5 y 6 (CK5/6), CK14, CK17, P-cadherina, receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), la via PI3K/mTOR, PTEN, las mutaciones y
deleciones genodmicas en 7P53 y la proteina de retinoblastoma 1 (RB1), son comunes en

este subtipo junto con altos indices de proliferacion (Abramson et al., 2015).

El analisis de datos genéticos y epidemiologicos para comprender mejor la etiologia de esta
forma agresiva de cancer de mama, permite identificar dianas terapéuticas y de prevencion,

y el desarrollo de modelos de prediccion de riesgo (Stevens et al., 2013).

3.3.3 Clasificacion molecular
Lehmann y sus colegas, identificaron seis subtipos de CMTN basandose en los patrones de
expresion de genes, y evaluando la respuesta a las diversas terapias contra el cancer en
lineas celulares representativas (Tabla 2). Estos datos de cultivos celulares, asi como el
conocimiento de las principales vias de activacion en los diversos subtipos de CMTN se

han utilizado para proponer terapias especificas (Lehmann et al., 2011).
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Tabla 2. Subtipos moleculares del cancer de mama triple negativo. (Modificada de Davis et al.,

2014).

Basal tipo 1 Funcion ciclo celular Quimioterapia
Proliferacion Inhibidor PARP
Respuesta dafio DNA
Basal tipo 2 Funcion ciclo celular Quimioterapia
Proliferacion Inhibidor PARP
Senalizacion factores
crecimiento
Mesenquimal EMT Inhibidor Src
Motilidad celular Inhibidor via PI3K
Diferenciacion Inhibidor via Wnt
Proliferacion
Células madre | EMT Inhibidor Src
mesenquimales Motilidad celular Inhibidor via PI3K
Diferenciacion Inhibidor via Wnt
Senalizacion factores
crecimiento
Angiogénesis
Luminal receptor de | Sefializacion AR Antagonista AR
androgeno Citoqueratinas luminales Inhibidor Hsp90
Inhibidor via PI3K
Inmunomodulador Procesos inmunidad celular | Agentes inmunodirigidos
AR, receptor andrégeno; EMT transicion epitelio-mesenquimal; PARP Poli (ADP-
Ribosa) polimerasa; CMTN Cancer mama triple negativo.




3.3.4 Tratamiento
La terapia para el CMTN se basa principalmente en la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia, porque en la actualidad no existen opciones de tratamiento especificas. Los
agentes citotoxicos mas empleados son las antraciclinas, taxanos y agentes basados en
platino (cominmente carboplatino y cisplatino) (Engebraaten et al., 2013) (Figura 6). Sin
embargo, las células tumorales residuales que se encuentran en la mayoria de los pacientes
con esta forma de cancer, dan lugar a un alto riesgo de recurrencia de la enfermedad y una
fuerte disminucion en la supervivencia. En la actualidad, no existen terapias dirigidas para

este tipo de cancer (Hoeferlin et al., 2013).

La comprension de las bases moleculares de esta forma de cdncer permite el desarrollo de
estrategias terapéuticas con la identificacion de dianas moleculares. Algunas de las terapias
moleculares mas estudiadas son, el papel de la inhibicion, del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), la inhibicion de
erbB, la inhibicion de la ruta fosfatidilinositol 3-quinasa/AKT/mTOR, de la ruta del
receptor tirosina cinasa/RAS/MEK/MAPK, de la ruta Rb/genes proliferacion (Engebraaten
et al., 2013),de la ruta de sefalizacion via Hedgehog, via de Notch y la via intrinseca de la
apoptosis (O’Toole et al., 2013). Ademas la sobreexpresion de EGFR, es mas comun en los
canceres de mama triple negativo que en otros subtipos y el uso del anticuerpo monoclonal
cetuximab, dirigido contra EGFR se estd estudiando en combinacion con carboplatino

(Foulkes et al., 2010).

Uno de los estudios mas prometedores en los ultimos afos es el estudio de fase III
aleatorizado BEATRICE, que examiné si bevacizumab podria mejorar las tasas de recaida
cuando se administraba durante 1 afio, ademés de la quimioterapia adyuvante estdndar en
las primeras etapas de cancer de mama triple negativo. Sin embargo, no se encontrd

evidencia de un efecto de bevacizumab en pacientes con CMTN (Cameron et al., 2013).
En la actualidad, aun no existen estudios concluyentes para el uso de terapias dirigidas en el

CMTN (Engebraaten et al., 2013). Una mayor comprension de la complejidad y de los

mecanismos que se relacionan con el CMTN, proporcionard los biomarcadores que
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predigan la sensibilidad a estos tratamientos y que permitan la implementacion de estas

estrategias terapéuticas en la clinica (O’Toole et al., 2013).
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Figura 6. Terapia usada en el cancer de mama triple negativo (CMTN). La terapia mas frecuente usada en el
CMTN incluye antraciclinas, taxanos y agentes basados en platino, la combinacion de estas terapias con
terapias moleculares dirigidas que se han estudiado en diferentes vias, podrian ser mas eficaces, sin embargo

aun no existen estudios concluyentes (Modificada de Engebraaten et al., 2013).

3.4 Cuerpos de Procesamiento
Durante la progresion del cancer, los procesos post-transcripcionales y post-traduccionales
tienen un papel central en la regulacion de la expresion de génica. Dentro de estos procesos
los compartimentos citopldsmicos conocidos como “cuerpos de procesamiento”, participan

en la patologia molecular del cancer (Eulalio et al., 2007).




3.4.1 Generalidades
En las células de mamiferos, incluyendo a los humanos, se presentan estructuras
citoplasmaticas formadas por granulos que contienen RNAm reprimido traduccionalmente
(Olszewska et al., 2012). Estos agregados macromoleculares se denominan granulos de
RNA, los cuales incluyen los “Cuerpos de procesamiento” (Cuerpos P) y los granulos de
estrés (SG) (Thomas et al., 2011). Los Cuerpos P son granulos citoplasmicos de agregados
de RNAm y proteinas especificas que participan en los procesos de degradacion, de

represion traduccional y almacenamiento de RNAm (Olszewska et al., 2012).

Los cuerpos P fueron descubiertos en 1997, cuando se reportd que XRNI la principal
exoribonucleasa en las células eucariontes, estaba localizada en pequenas estructuras
granulares en el citoplasma de células de mamiferos; sin embargo, su importancia biologica
permanecid poco apreciada (Bashkirov et al., 1997). En 2002 los cuerpos P, fueron
redescubiertos gracias a un suero autoinmune de un paciente que sufria de neuropatia
motora y sensorial. Este suero tefila de manera discreta los dominios citoplasmaticos y se
encontré una nueva proteina humana de funcion desconocida GW182 (llamada asi por su
peso molecular y la presencia de glicina y repeticiones de triptéfano) (Eystathioy et al.,
2002). En 2002 y 2003, se demostré tanto en levaduras como en células de mamiferos, que
la enzima Dcp2 y su coenzima asociada Dcpl, asi como el complejo Lsm1-7 y Xrnl se
encontraban en estos cuerpos citoplasmaticos. Por otra parte, se encontraron estos
componentes en cé¢lulas HeLa y células de levadura, mostrando una localizacién comun
(Ingelfinger et al.,2002). La comprension inicial de la composicion, la dindmica y las

posibles funciones de estos cuerpos citoplasmaticos provino de experimentos realizados en

células de levadura (Sheth & Parker, 2003).

3.4.2 Diferencias con los granulos de estrés
En células de mamiferos los granulos de estrés pueden distinguirse claramente de los
cuerpos P, aunque ambos contienen granulos de RNA reprimidos, por microscopia de luz
un pequeio niimero de cuerpos P se detectan en la mayoria de las células somaticas en
condiciones normales (2-10 por célula), mientras que los SG sdlo surgen en respuesta a
condiciones de estrés, por tanto los cuerpos P no dependen de los SG para su ensamble

(Kedersha et al., 2005). La microscopia electronica de cuerpos P muestra que €stos son
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estructuras compactas, con subestructura densa, que pueden contener un componente
fibrilar, mientras que los SG son mas grandes, irregulares, y con estructuras granulares,

pero ambas estructuras carecen de cualquier membrana limitante (Souquere et al., 2009).

Ademads, ambas estructuras se pueden distinguir porque numerosas proteinas son
especificas para cualquiera de las dos, para los SG los factores de traduccion (como elF3B,
elF4A, elF4G), PABP y G3BP pueden usarse como marcadores especificos, mientras que
para los cuerpos P, los componentes de la maquinaria de degradacion del RNA
citoplasmatico como Dcp2, Depl o Hedls sirven como proteinas marcadoras (Anderson &

Kedersha, 2009).

Aunque los Cuerpos P y los SG pueden contener las mismas especies de RNAm, los dos
compartimentos difieren con respecto al estado del RNAm que contienen, en los SG los
RNAm estan poliadenilados y en los Cuerpos P los RNAm carecen de una cola de poli (A)
(Zheng et al., 2008). Esta diferencia indica que los RNAm de los SG no estdn sujetos a la
degradacion inmediata, sin embargo en los Cuerpos P, la mayoria de los RNAm parecen

estar destinados especificamente para la degradacion (Sheth & Parker, 2003).

Por otro lado, en ciertos tipos de estrés se puede observar con frecuencia Cuerpos P
agrupados en torno a SG. Por ejemplo, el tratamiento de diversas lineas celulares humanas
con arsenito de sodio hace que muchos Cuerpos P, puedan agruparse alrededor de SG,
cuando se examinan mediante microscopia electronica los SG y los Cuerpos P se
encuentran en estrecha proximidad, pero los Cuerpos P conservan su estructura densa en
comparacion con la apariencia mas granular de los SG (Souquere et al., 2009). En
contraste, el estrés por choque térmico o clotrimazol induce la formacion de SG, pero no
causa una asociacion de los SG con Cuerpos P (Kedersha et al., 2005). Lo anterior sugiere
que existen componentes celulares que enlazan a los Cuerpos P con los SG bajo

condiciones especificas.

3.4.3 Composicion
En los ultimos afios, el nimero de proteinas detectadas en los Cuerpos P ha aumentado
exponencialmente (Tabla 3). Ademds de las proteinas que estdn implicadas en la

degradacion del RNAm, los componentes de los Cuerpos P incluyen proteinas con
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funciones en la vigilancia de RNAm, RNA de interferencia y la represion traduccional. La
presencia de proteinas que funcionan en una amplia gama de procesos de post-
transcripcionales indica un papel central para los Cuerpos P en la regulacion de la expresion

génica (Eulalio et al., 2007).

Tabla 3. Componentes proteicos de los Cuerpos P. (Modificada de Eulalio et al., 2007).

XRNI1, ScKeml

Exonucleasa 5> 3’

Humano, ratén,
Sc

Disminucion:
Aumento en el
tamafio y nimero de
cuerpos P (Sc)

GW182, CeAIN-1 Ruta de miRNA Humano, Dm, Ce | Disminucion:
Pérdida de cuerpos
P (humano)
DCP2, CeDCAP-2 Enzima de Humano, Dm, Disminucion:
eliminacién de la Ce,Sc Incremento en el
caperuza 5’ tamafio y nimero de

cuerpos P(humano);
sobreexpresion:
pérdida Cuerpo
P(humano)

DCP1, CeDCAP-1

Subunidad enzimatica
de eliminacion de

Humano, Dm,
Ce,Sc

Disminucion:
Aumento en el

caperuza 5’ tamafio y nimero de
cuerpos P (Sc
Hedls, Ge-1 Co-activador: Humano, Dm Disminucion:
eliminacién caperuza Incremento en el
5’ tamafio y nimero de
cuerpos P(humano);
sobreexpresion:
pérdida cuerpos
P(humano)
EDC3 Co-activador Humano, Dm, Sc | Sobreexpresion:
eliminacion caperuza pérdida cuerpos
5’ P(humano)
LSm1-7 Complejo co- Humano, Sc Disminucion:
activador eliminacion pérdida cuerpos

caperuza 5’

P(humano), pero
incrementa el
namero de cuerpos

P (Sc)

RAPSS (LSm14) Co-activador Humano Disminucion:
predictivo pérdida cuerpos P
eliminacion caperuza
5

RCK/p54, DmMe31B, Co-activador Humano, Dm, Disminucion:
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CeCGH-1, ScDhh1 eliminacion caperuza | Ce, Sc pérdida cuerpos P
5’, regulador (humano y Sc);
traduccion Sobreexpresion:
Incremento en el
tamafio y niimero de
cuerpos P(humano)
pérdida cuerpos

P(Sc)
elF4E Factor eucaridtico de | Humano, rata No determinados
iniciacion de la
traduccion
elF4E-T Represion traduccion | Humano Disminucion:
pérdida de cuerpos
P
Proteinas Argonauta En las rutas de siRNa | Humano, Dm, Ce | No determinados
y miRNa
APOBEC3G y APOBEC3F | Desoxicitidina Humano No determinados

desaminasa con
actividad antiviral

Ce, Caenorhabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster; elF4E, Factor eucariotico iniciacion
traduccion-4E; elF4E-T, elF4E-tansportador; miRNA, microRNA, ; Sc, Saccharomyces
cerevisiae;sSIRNA, RNApequerio interferente ;

3.44 Formacion
Los analisis de Cuerpos P y granulos de estrés (SG) sugieren un modelo para el

metabolismo de RNAm citopldsmico, denominado el ciclo del RNA (Figura 7). En este
modelo, los RNAm presentes en polisomas pasan por ciclos repetidos de iniciacion de la
traduccion, elongacion y terminacion para producir polipéptidos (Balagopal & Parker,

2009).

En una primera fase se da un proceso de desadenilacion, que es iniciado cuando PABP
unido a la cola de poli(A) interactua con Pan3 para incorporar la deadenilasa Pan2. Después
factores de traduccion como elF4G, elF4E, elF3, elF2 y ribosomas pueden disociarse de
los complejos ribonucleoproteicos (mRNPs), lo que permite que se asocien con los Cuerpos
P, los mRNPs pueden ser liberados de los Cuerpos P para su traduccion o permanecen en
éstos para ser deadenilados por el complejo Ccr4-CAF1, lo que resulta en la incorporacion

de factores de degradacion de la caperuza 5'del RNAm, como Lsm1-7 (Zheng et al., 2008).

En otra via, los RNAm que se encuentran en polisomas interactian con las proteinas que
reprimen la iniciacion de la traduccion tales como Dhhl/Rck y Patl. En esta etapa, se prevé

una competencia cinética entre procesos pre-traduccionales y pos-traduccionales y la
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agregacion de mRNPs en Cuerpos P. Una vez que Dhhl y Patl actian sobre el RNAm, se
incorpora el complejo Dcpl/Dep2, Lsml-7 y otros factores que eliminan la caperuza 5 del
RNAm y da lugar al emsamble del Cuerpo P y una posterior degradacion del RNAm
(Balagopal & Parker, 2009).

Este modelo cinético de ensamble de Cuerpos P sugiere que la formacion de Cuerpos P es
directamente proporcional a la concentracion citoplasmatica de mRNPs traduccionalmente

reprimidos (Franks & Lykke-Andersen, 2008).

Dos componentes proteicos de los Cuerpos P, Edc3 y Lsm4 fueron identificados como
factores que promueven las interacciones entre mRNP, necesarias para el ensamble de
Cuerpos P (Decker et al., 2007), también se encontrd que en lineas celulares de Drosophila
y humanos, la disminucion de los factores Hedls o GW182 conduce a la pérdida de
Cuerpos P. Sin embargo, no se ha determinado si esto es debido a un efecto directo en la
etapa del ensamble de Cuerpos P, en lugar de un efecto indirecto de la modulacion de la
traduccion o de degradacion del RNAm (Jakymiw et al., 2005). Por otra parte la
sobreexpresion de Hedls, provoca la agregacion de Cuerpos P en células humanas, lo que
soporta la idea de que diferentes vias de represion de mRNP utilizan diversos complejos de

proteinas para el ensamble de Cuerpos P (Franks & Lykke-Andersen, 2008).

Granulos de estrés

Complejo Iniciaci
Traduccion

e Dep2
catalisis por Patl, Edc3 v
complejo Lsm 1-7

Figura 7. Modelo del ciclo del RNAm. Este modelo explica la formacion de los Cuerpos P por un ensamble
de tipo cinético, donde hay un movimiento dinamico del RNAm entre polisomas, Cuerpos P y granulos de
estrés, el RNAm que se dirige a los granulos de RNA puede ser reprimido ya sea en la traduccion, degradado

5'-3' 0 almacenado para su posterior uso. (Modificada de Decker & Parker, 2012).
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3.4.5 Participacion en procesos celulares
Se ha descrito que los Cuerpos P estan asociados con el reticulo endoplasmico y/o
mitocondrias, y que pueden participar en la traduccion y/o degradacion del RNAm
relacionado con estos organelos (Huang et al., 2011). Alternativamente estos cuerpos de
procesamiento podrian llevar el RNAm a estos sitios, por lo que los Cuerpos P desempefian
un papel importante en el transporte intracelular ya que se asocian con componentes del
citoesqueleto, como actina y microtubulos, la asociacidon con los microtibulos esta
relacionada con la dindmica de ensamble del Cuerpo P. Por lo que la agregacion de mRNPs
en los cuerpos P, puede estar dada por la integridad de los microtibulos (Kedersha et al.,

2005).

Se sabe que una variedad de procesos celulares alteran la dindmica de formacion de los
Cuerpos P, uno de estos procesos celulares es el ciclo celular, por ejemplo en las células
HeLa, el ensamble de Cuerpos P fue estimulado en la parte final de las fases S y G2 del
ciclo celular y reprimido en la fase S temprana, los Cuerpos P se desensamblaron durante la
mitosis y reaparecieron a finales de la fase G1 y las células proliferantes mostraron Cuerpos
P mas visibles en comparacion con células quiescentes. Esto también se observo en células
T y esplenocitos de raton, en el que los Cuerpos P se depletaron en la privacion de suero y
se re-ensamblaron cuando se volvid a adicionar suero al medio (Yang et al., 2004). Una
correlacion entre los Cuerpos P y la proliferacion celular, también se ha observado en
células de la linea germinal. Estos estudios muestran que los Cuerpos P pueden participar
como reguladores de la expresion génica, y esta funcion podria ser mds importante en

condiciones de estrés (Swetloff et al., 2009).

3.4.6 Participacion en procesos oncogénicos
Los granulos de RNA contienen cientos de diferentes moléculas, por ejemplo, uno de sus
componentes proteicos el factor de iniciacion de la traduccion eucarionte (e/F4E), presenta
alteraciones en su expresion en diferentes tipos de tumores. No obstante, la participacion
directa de los granulos de RNA en el metabolismo del cancer, asi como la regulacion de la
expresion génica en las células de cancer y la adaptacion de células cancerigenas a

microambientes tumorales, todavia no se ha descrito (Anderson et al., 2014) (Figura 8).
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La formacion de SG y Cuerpos P esta dada por una respuesta integrada al estrés (RIS) que
promueve la adaptacion y la supervivencia durante el cambio de las condiciones del
microambiente (Donnelly et al., 2013). La RIS es un programa que recibe informacion de
diferentes "sensores de estrés" y coordina la adaptacion celular a estrés (Anderson &
Kedersha, 2009). Entre los sensores de estrés estan las cinasas de serina y treonina quinasas
que fosforilan elF2a. La fosforilacion de elF2a es el principal desencadenante de la

formacion de SG (Donnelly et al., 2013).

El microambiente tumoral cambia dindmicamente durante la progresion tumoral, lo que
requiere una adaptacion constante de las células cancerosas por el cambio en las
condiciones intracelulares y extracelulares (Anderson et al., 2014). La hipoxia y la falta de
nutrientes alteran el metabolismo celular, causando finalmente la producciéon de ROS que
tienen efectos multiples en la fisiopatologia de las células del cancer (Costa et al., 2014). El
estrés a nivel de reticulo endopldsmico resulta en un desequilibrio en el aumento de la
sintesis de proteinas, debido a la sobreproliferacion de células cancerigenas (Clarke et al.,
2014). Este estrés celular, a menudo aumentado por la quimioterapia, da lugar al aumento

en la formacion de Cuerpos P y SG (Kaehler et al., 2014).

La integracion y el balance de estas respuestas asociadas a estrés, se modulan mediante
multiples respuestas fisiologicas a través de SG y Cuerpos P, incluyendo la activacion de
mecanismos anti-apoptdticos, mecanismos de pro-supervivencia, el aumento en el
crecimiento del tumor, la modulacion de la respuesta inmune, la promocion de la

angiogénesis y/o la activacion de la "transicion epitelio-mesenquima" (EMT) (Pan et al.,

2012).

Multiples Proteinas de union al RNA con propiedades de sefializacion (AGO2, RCK, TTP,
YB-1, G3BP) y moléculas de senalizacion (RACK1, TRAF2, Raptor, mTOR), se asocian
dindmicamente con los SG y Cuerpos P. Estos componentes pueden transducir sefales de
entrada al microambiente tumoral para las respuestas fisiologicas, mediando asi ambas
adaptaciones a corto y largo plazo para el crecimiento tumoral y la metéstasis. La
comprension de las funciones de los granulos de RNA en el metabolismo de células

cancerosas, puede contribuir a identificar aspectos importantes para la terapia del cancer

(Anderson et al., 2014).
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Microambiente tumoral

Estrés por falta

ROS
nutrientes A/

Hipoxia Estrés oxidativo
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osmético
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mTOR

Granulo de estrés \

‘\ SG
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TRAF2 G3BP

/////

Apoptosis/ Crecimi Respuesta inmune
Supervivencia Angiogénesis EMT

Figura 8. Granulos de RNA y su asociacion con el microambiente tumoral (Modificada de, Anderson et al.,
2014). Las células cancerosas estan expuestas a condiciones adversas en el microambiente tumoral y utilizan
mecanismos de control post-transcripcional para reprogramar la expresion génica de y mejorar la
supervivencia celular. Los granulos de estrés y los cuerpos P, son granulos de RNA que contribuyen a este
proceso mediante la modulacion de las vias de sefializacion celular, la maquinaria metabdlica y los programas

de respuesta al estrés.

3.5elF4E

3.5.1 Caracteristicas
El factor de iniciacion de la traduccion eucarionte (eIF4E), es un componente central en la
iniciacién y regulacion de la traduccion en células eucariotas. A través de su interaccion
con la estructura denominada caperuza (cap) 5° del RNAm, la funcion de eIF4E es reclutar

el RNAm al ribosoma (Joshi et al., 2004).

El factor eIF4E fue descubierto por Witold Filipowicz en 1976, como una proteina
citoplasmatica de union a la estructura 5” cap del RNAm en la traduccion. Inicialmente se
descubri6 como un solo polipéptido (Filipowicz et al., 1976), posteriormente, el Dr.
Sonenberg y su equipo descubrieron la funcion y el control de elF4E por las vias de
seflalizacion implicadas en 4E-BPs y la fosforilacion de elF4E, para ello, emplearon
reticulocitos de conejo y ribosomas de raton para determinar la capacidad unioén a la
estructura S'cap del RNAm, (Sonenberg et al., 1978), después se purificd el polipéptido
mediante cromatografia de afinidad (Sonenberg et al.,, 1979), mas tarde la proteina fue

denominada elF4E (Sonenberg et al., 1980).
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El gen elF4E tiene mas de 50 kpb y contiene 7 exones (Figura 9) y su localizacién a nivel
citogenético es 4q23 (Figura 10). Este gen presenta 3 variantes, la isoforma 1 con 4749
nucleotidos, que codifican para una proteina de 217 aa, la variante 2 tiene 4842 nucleotidos,
debido a que contiene un exo6n adicional y codifica para una proteina de 248 aa, con un
extremo C-terminal mas largo en comparacion con la isoforma 1, y la variante 3 es de 3406
nucleétidos de longitud y utiliza un exdn alternativo para la region 5' UTR y la region 5 ' de
codificacion, codifica para una proteina de 237 aa y una region N-terminal distinta en
comparacion con la isoforma 1. La transcripcion de las variantes 2 y 3 se predijo a partir de
secuencias de cDNA, pero no existen estudios acerca de su expresion en el RNAm o a nivel

de proteina (Borden et al., 2011).
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Figura 9. Estructura del gen elF4E. Se esquematiza la estructura del gen elF4E, donde se aprecia el tamafio
del gen de 4749 pb (verde), los exones y su tamafio correspondiente, y la region codificante (CDS) de 654 pb
(rojo) (Modificada de GenBank, NCBI).
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Figura 10. Localizacioén citogenética del gen e/F4E. El gen elF4E a nivel citogenético se localiza en el brazo

largo del cromosoma 4 en la region 2, banda 3 (Safran et al., 2002).

El factor eIlF4E forma parte del complejo multimérico elF4F, que ademas de elF4E,
contiene una helicasa de RNA dependiente de ATP, eIF4A, una proteina de union al RNA,
elF4B y el factor elF4G que tiene sitios de union especificos para elF3, elF4A, elF4E y la
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proteina de unién a poli-A (Gao et al., 1998). El ensamble de éste complejo, es inhibido por
una familia de represores denominadas proteinas de union a eIF4E, 4EBPs, las 4EBPs (4E-
BP1, 4E-BP2, 4E-BP3) son proteinas termoestables pequefas que inhiben la traduccion
dependiente de cap (Mamane et al., 2004).

Actualmente se han identificado tres diferentes miembros de la familia elF4E en mamiferos
denominados elF4E-1, elF4E-2 (4EHP, 4E-LP) y elF4E-3, los cuales difieren en sus
dominios estructurales, sus caracteristicas funcionales y patrones de expresion. El gen
elF4E-1, se encuentra en todos los eucariontes, los ortdlogos de eIF4E-2 estan restringidos
a los metazoarios, mientras que elF4E-3 se ha encontrado s6lo en cordados. El gen eIF4E-2
se encuentra de forma constitutiva en diversos 6rganos y tejidos, mientras que elF4E-3 solo
se ha detectado en corazon, musculo esquelético, pulmén y bazo, de manera similar a
elF4E-1. Se propone que cada miembro de la familia elF4E, puede tener una funcion
especializada en el reclutamiento de los RNAm por los ribosomas, a través de las
diferencias en su capacidad para unirse al 5'cap y/o la interaccion con elF4G y 4E-BP, ya
que elF4E- 2 no interactia con elF4G y elF4E- 3 no interactua con 4E - BP; sin embargo
dicha funcion o regulacion en la iniciacion de la traduccion por parte de estos miembros de

la familia eIF4E, atin no se ha determinado (Joshi et al., 2004).

El promotor del gen e/F4E carece de una caja TATA canodnica, pero contiene un elemento
polipirimidina en la posicion -25, llamado elemento basal e/F4E (4EBE) que se une a una
ribonucleoproteina heterogénea-nuclear del grupo K (hnRNP-K). La hnRNP-K interactiia
con la proteina de unién a TATA y la recluta al promotor, lo que explica como 4EBE puede
sustituir a la caja TATA en el promotor e/F4E (Lynch et al., 2005). En el mapeo del
promotor de e/F4E se encontré que contenia repeticiones de la secuencia E-box, CACGTG
en las posiciones -77 y -232 que son sensibles a c-myc, los mismos elementos se
superponen a la union del factor estimulante corriente arriba (USF). Estudios de mapeo
posteriores encontraron elementos de union a AP-1 implicados en la regulacion
transcripcional de elF4E en las células del musculo cardiaco (Makhlouf et al., 2001), asi
como Rel, Myb, NF-kB, SP-1, NF1, STAT, AP-4, ATB y CREB en motivos con
secuencias consenso presentes en la region 5’ del gen (Zhu et al., 2005). De la misma

manera, se ha demostrado que el RNAm de e/F4E contiene elementos ricos en AU en la
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region 3'UTR responsables de la union y estabilizacion mediada por la proteina HuR

(Topisirovic et al., 2009).

3.5.2 Localizacion y participacion en procesos celulares
El factor elF4E se localiza tanto en el citoplasma, como en el nticleo de la célula, hasta el
68% de elF4E se encuentra en el nucleo de las células en una amplia variedad de especies
que van desde la levadura a los seres humanos. En el citoplasma, la proteina de union a
m7G cap elF4E, participa en la iniciacion de la traduccion dependiente de cap. A nivel
nuclear participa en una variedad de eventos de procesamiento de RNA incluyendo el
transporte de citoplasma-nuicleo, regulacion de elongacion del RNAm y en la regulacion de

la expresion génica a nivel pos- transcripcional (Strudwick & Borden, 2002).

El factor elF4E en mamiferos, pesa 25 kDa y por medio de cristalografia de rayos X se
encontrd que su estructura tridimensional se compone de ocho de cadenas hoja beta anti-
paralelas apoyadas por tres hélices alfa (Tomoo et al., 2002). Tiene dos residuos de Trp
(Trp56 y Trp102 para elF4E humano), que mantienen protegida el residuo de guanina del
cap (McCoy et al., 1997), un tercer residuo Trp (Trpl66 en elF4E humana) reconoce la
presencia del grupo N7-metil de la estructura del cap. Ademas se ha encontrado que elF4E

interacttia con las quinasas Mnk1 y Mnk2 (Marcotrigiano et al., 1997).

Su capacidad para regular la sintesis de proteinas esta dada por al menos tres procesos. En
primer lugar, la fosforilacion de eIF4E correlaciona con la tasa de traduccion en un gran
numero de sistemas y aumenta la afinidad de la proteina para los analogos de cap de 3 a 4
veces. En segundo lugar, la disponibilidad elF4E esta regulada por proteinas de unién a
elF4E, las cuales son fosforiladas en respuesta a la insulina y otros mitdgenos, lo que las
libera de elF4E, permitiendo la union de elF4E a elF4G (M. Gao et al., 1998). La proteina
blanco del farmaco rapamicina en los mamiferos (mTOR) es la cinasa que fosforila 4EBPs,
interactia ademds con PI3K y cataliza fosforilaciones posteriores que conducen a la
disociacion de 4EBP de elF4E. En tercer lugar, los niveles de eIF4E estan regulados a nivel

transcripcional (Hsieh & Ruggero, 2010).

El gen elF4E se expresa de forma ubicua, y su presencia es esencial para la viabilidad de

las células y organismos. Los cambios en los niveles intracelulares de e/F4E tienen un
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profundo efecto en el control del crecimiento celular y su desregulacion se traduce en
procesos oncogénicos (Miyagi et al., 1995). Estudios en el genoma de pacientes con
autismo han demostrado la relacion de la region que contiene el locus en el cromosoma 4q

con elF4E con este padecimiento (Schellenberg et al., 2006).

3.5.3 Participacion en Cuerpos de Procesamiento
Los cuerpos de procesamiento en humanos, excluyen generalmente los factores de
iniciacién de la traduccion y proteinas ribosomales con excepcion de elF4E y el factor
relacionado a su transporte (e[F4E-T) (Cargnello et al.,, 2012). La presencia de elF4E,
evidencia que los RNAm son almacenados en los Cuerpos P en forma de un mRNP. Por su
parte el factor eI[F4E-T desempefia un papel en el transporte nicleo-citoplasma de elF4E, y

podria contribuir a una posible funcién de elF4E en el nucleo (Ferraiolo et al., 2005).

Algunos estudios indican que eIF4E interactia con elF4E-T y el complejo Dhhl
(RCK/p54) en Cuerpos P in vivo. El uso de RNAs interferentes reveld que un subconjunto
de factores en los Cuerpos P, incluyendo eIF4E-T, Lsm1-7, Dhhl (RCK/p54), y Ccr4 son
necesarios para la acumulacion de eIF4E en Cuerpos P y la sobreexpresion de Dcpl
aumenta la acumulacion de elF4E en Cuerpos P (Andrei et al., 2005). Se encontré que
elF4E puede interactuar con Dhhl en los Cuerpos P, proporcionando un enlace desde el
complejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA), a la estructura del cap 5°

de los RNAm (Eulalio et al., 2007).

De la misma manera se encontrdé que la sobreexpresion de elF4E-T en células HeLa causa
un marcado incremento de elF4E en Cuerpos P; elF4E-T puede inhibir la traduccion al
competir con elF4G para la union a elF4E y evitar la formacion del complejo multimérico.
El factor eIF4E-T podria estar involucrado en las primeras etapas de transicion de un

RNAm destinado a la traducciéon o uno destinado a la degradacién en Cuerpos P (Andrei et
al., 2005).

En la mayoria de los organismos eucariontes la inactivacion de la via mTOR activa 4E-BP,
lo que lleva a una baja en la regulacion general de la sintesis de proteinas (Cargnello et al.,
2012). Este hallazgo sugiere que la inhibicion de la traduccion y la localizacion de elF4E en

Cuerpos P estan relacionados, la inhibicion de la traduccion resulta de la interrupcion del
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complejo de iniciacion de la traduccion que precede a la formacion de los Cuerpos P

(Ferraiuolo et al., 2005).

3.5.4 Participacion en procesos oncogénicos
El gen elF4E es un potente oncogen, el incremento en su expresion esta asociado con la
recurrencia y mortalidad del céncer (Heikkinen et al., 2013). Su sobreexpresion se ha
demostrado en diversos tipos de cancer, como el de mama, cabeza y cuello, colon, prostata,
vejiga, cuello uterino y de pulmén y se ha relacionado con la progresion de la enfermedad

(De Benedetti & Graff, 2004) (Figura 11).
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Figura 11. Resumen de alteraciones en el cancer para el gen elF4E. El panel muestra el andlisis de datos
genomicos del cancer a gran escala para el gen elF4E, los estudios muestran que este gen se encuentra

alterado en diversos tipos de cancer, entre los que se encuentra el cancer de mama (Gao et al., 2013).

Estudios realizados reflejan, que incluso una elevacion sutil de los niveles de expresion de
elF4E por encima del rango normal pueden tener un fuerte impacto en la traduccion de los
RNAm oncogénicos (Figura 12). La sobreexpresion constitutiva y la hiperactivacion de
elF4E en los tumores, se podrian deber principalmente a mutaciones de otros genes de

sefalizacion, debido a las multiples vias oncogénicas que convergen para elF4E, no
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obstante el papel de e/F4E en la iniciacion del cancer sigue siendo imprecisa (Bitterman &

Polunovsky, 2014) .

ONCOGENES ACTIVADOS

|

elF4E Programas
oncogénico —l Supresores |
Tumor
Sz Lesiones

origen del Hiperplasia premalignas Metdstasis
céncer

Figura 12. Modelo de la sobreexpresion de e/F4E en el proceso de carcinogénesis. La sobreexpresion de
elF4E podria inhibir los programas supresores de tumor como Rb y p53, acelerando la progresion del ciclo
celular y por tanto la proliferacion de células cancerosas hasta el desarrollo de metastasis (Modificada de

Bitterman & Polunovsky, 2014).

Los niveles elevados de fosforilacion de 4E-BPs estan asociados con una mayor incidencia
de recurrencia en cancer de mama (Hsieh & Ruggero, 2010). Las proteinas 4E-BPs, median
los efectos de senalizacion de mTOR en la traducciéon de los RNAm que codifican
proteinas asociadas con la progresion del cancer, invasion y metéstasis (Alain et al., 2012).
El factor mTOR se expresa en altos niveles en el cancer, por lo que se ha buscado inhibir su
actividad, lo cual constituye una diana terapéutica atractiva en muchos tumores (via
PI3K/AKT/ mTOR). En este sentido, la expresion de e/F4E podria servir de biomarcador
predictivo de respuesta a inhibidores de la via mTOR para pacientes de cancer (Moschetta

et al., 2014).

Otros estudios, demuestran que los miRNAs interfieren con la etapa de iniciacion de la
traduccion y utilizan a e[F4E como blanco molecular (Humphreys et al., 2005). Algunos de
los miRNAs que interact@ian con elF4E son miR-16, miR-124, miR-1, miR-5, miR-769,
miR-141, miR-145, miR-505, miR-142, miR-497, miR-106b, los cuales se han encontrado
sobreexpresados en diversos procesos oncogénicos, por lo que se denominan oncomiRs

(Vlachos et al., 2015).
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Los niveles elevados el/F4E podrian servir como un biomarcador que predice progresion de

la enfermedad, la supervivencia global, o una recaida después de la terapia definitiva

(Hsieh & Ruggero, 2010).

El tnico farmaco que ha demostrado la presencia de una actividad antitumoral ligada a la
inhibiciéon de elF4E en pacientes con leucemia mieloide aguda, es el farmaco antiviral
ribavirina, que actia suprimiendo la proliferacion celular. La ribavirina se ha demostrado
que inhibe la union de el/F4E a la 5'cap del RNAm y tiene actividad antitumoral en las
células tumorales con niveles elevados de e/F4E. En un estudio clinico la ribavirina
provocod mejoras clinicas en los pacientes con mal prondstico, con sobreexpresion de
elFF4E. La respuesta clinica se correlacion6 con la inhibicion de el/F4E, y la reduccion de

los niveles de proteinas (Assouline et al., 2009).

En los ultimos afios, se han empleado diversas estrategias para inhibir e/F4E, incluyendo el
uso de oligonucleotidos antisentido (ASO) dirigidos contra el/F4E, antivirales andlogos de
guanosina, inhibidores de moléculas pequefias y fitoquimicos naturales tales como
curcumina y silibinina, sin embargo tampoco hay estudios concluyentes acerca de este tipo

de terapias (Ramalingam et al., 2014).

En diferentes trabajos, el objetivo terapéutico principal que se propone es la normalizacion
de elF4E y no suprimir su funcion lo que prometeria ser una terapia potencialmente bien

tolerada (Bitterman & Polunovsky, 2014).

3.5.5 Importancia en el caincer de mama
El oncogen elF4E se sobreexpresa frecuentemente en canceres de mama primarios y
metastdsicos. Se ha encontrado que su sobreexpresion, incluye al menos 50% de los

canceres de mama (Pettersson et al., 2015).

En el cancer de mama la sobreexpresion de e/F4E se correlaciona con la desregulacion de
los genes que participan en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular tales
como ciclina DI, factores de angiogénesis como el factor de crecimiento endotelial
vascular VEGF y el factor de crecimiento de fibroblastos FGF, asi como la disminucion de
la actividad de MMP-3 y MMP-9 (Wheater et al., 2010). Por lo que, niveles elevados de

elFF4E son criticos para el desarrollo de angiogénesis y la progresion de los carcinomas de
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mama. Asi mismo la sobrexpresion en el cancer de mama de el/F4E, constituye un
marcador de mal prondstico en los estudios retrospectivos y prospectivos, lo que esta

asociado a una mayor tasa de recaida (Soni et al., 2008).

En pacientes con CMTN los altos niveles de e/F4E se asocian a una mayor tasa recurrencia
(Hsieh & Ruggero, 2010). Algunos estudios demuestran que, una disminucion en la

expresion del gen podria suprimir el crecimiento celular y la migracion (Zhou et al., 2011).

Los principales estudios terapéuticos para el cancer de mama, se han enfocado al uso de
farmacos como la rapamicina (sirolimus) para inhibir la via mTOR (Hu et al., 2014), asi
como el uso de la ribavirina, para inhibir directamente a e/F4E, empleando diversos
modelos (Pettersson et al., 2011). El potencial oncogénico de elF4E es estrictamente
dependiente de la fosforilacion por Mnks en la serina 209, por lo que una de las opciones
terapéuticas actualmente desarrolladas, propone bloquear la funcion de Mnk y por tanto la
fosforilacion de elF4E en el cancer de mama, en particular para el cancer de mama HER2
positivo y triple negativo que no tienen tratamiento eficaces. Un ensayo realizado a nivel in
vitro, muestra que la degradaciéon de Mnk1 por agentes bloqueadores del metabolismo del
acido retinoico, bloquean la fosforilacion de elF4E y posteriormente, inhiben el
crecimiento celular, la colonizacion, invasion, y la migracion e inducen la apoptosis. Lo
que proporciona evidencia para el estudio de un tratamiento terapéutico para el cancer de

mama, basado en la degradacion de Mnk/eIF4E (Ramalingam et al., 2014).

En conjunto, estos datos sugieren que e/F4E podria ser un objetivo terapéutico prometedor
para el cancer de mama, asi como para una amplia gama de otros tipos de cancer (H. Yang
et al., 2012). La terapia contra e/F4E, seria eficaz en una variedad de subtipos de cancer de
mama incluyendo el triple negativo para el que actualmente no hay terapias dirigidas (Soni

et al., 2008).
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4. JUSTIFICACION

El cancer de mama a nivel mundial y en México, constituye la neoplasia con las mayores
tasas de incidencia y mortalidad, las cuales han ido en aumento en los ultimos afios,
especialmente (GLOBOCAN IARC, 2012). Los estudios clinicos y epidemiologicos
enfocados a la disminucion de estos indices, muestran que, limitaciones en la atencion
ofrecida por parte de los sistemas de salud es uno de los mayores obstaculos a los que se
enfrenta la poblacion, ademas de que las opciones terapéuticas mas empleadas presentan
altos niveles de citotoxicidad, lo que se traduce en una recurrencia del cancer (Porter,

2009).

El estudio de las diferentes caracteristicas moleculares del cancer de mama, ha permitido el
desarrollo de modelos propuestos como una opcion de terapia dirigida a diferentes blancos
moleculares (Munagala et al., 2011). Actualmente, uno de los principales blancos
moleculares que se encuentra en estudio, es el gen e/F4E que participa en la proliferacion
celular normal, sin embargo, induce la tumorigénesis cuando se sobreexpresa (Avdulov et
al., 2015) confiriendo a las células las caracteristicas fisiopatoldgicas para el desarrollo del
cancer de mama (Hanahan & Weinberg, 2011). Sin embargo, los mecanismos por los que
elF4E participa en el cancer de mama aun no estdn del todo descritos (Avdulov et al.,
2015). El gen elFF4E se ha asociado a la recurrencia y una disminucion en la sobrevivencia
en pacientes con cancer de mama triple negativo (Flowers et al., 2009), por lo que diversos
estudios proponen que elF4E seria un buen marcador de prondstico y de respuesta al

tratamiento incluso en el cancer de mama triple negativo (Ramalingam et al., 2014; Zhou et

al.,, 2011).

Por ello, este trabajo se centra en la clonacion de la region codificante del gen e/F4E, a fin
de contar con herramientas moleculares, que permitan caracterizar su participacion en
procesos oncogénicos en trabajos posteriores. Particularmente se emplearon dos modelos
de cancer de mama, uno positivo para el receptor de estrogenos (MCF-7) y el otro con
fenotipo triple negativo (MDA-MB-231). Este tltimo es un subtipo del cancer de mama
que se caracteriza por presentar una mayor agresividad y un prondstico pobre y los estudios

muestran que aun no existen terapias eficaces contra ¢l (de Ruijter et al., 2011).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Clonar el transcrito maduro que codifica para el gen elF4E a partir de lineas celulares

humanas de cancer de mama, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, en un vector

de expresion.

5.2 Objetivos Particulares

1. Disenar oligonucleo6tidos especificos para amplificar la region codificante del gen
elF4E y de GAPDH, mediante el uso de herramientas bioinformaticas.

2. Extraer RNA a parir de las lineas celulares humanas de cancer de mama MCF-7 y
MDA-MB-231.

3. Amplificar el transcrito maduro para el gen e/F4E por medio de retrotranscripcion
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

4. Clonar la region codificante para elF4E en el vector de expresion pcDNA 3.1/ V5-
His TOPO.

5. Transformar células competentes DH5a de E.coli, con el plasmido recombinante.

6. Tamizar las clonas que presenten el plasmido recombinante pcDNA-elF4E.

~

Caracterizar las clonas seleccionadas para e/F'4E por secuenciacion tipo Sanger.

43

——
| —



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama General de Trabajo

Disefio de oligonucledtidos
especificos

|
Extraccion RNA total de lineas
celulares de cancer de mama

I
Retrotranscripcion

Amplificacion mediante PCR-
Touchdown

Clonacién en vector de expresion

Transformacion de células

competentes E.coli
I

Tamizaje de clonas

Aislamiento y purificacion del

plasmido recombinante por
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C Analisis de Resultados )

Figura 13. Clonacion de la region codificante de elF4E. Se esquematizan los pasos realizados para llevar a

cabo la clonacion del transcrito maduro que codifica para el gen elF4E, a partir de un disefio especifico de
oligonuclettidos y la extraccion de RNA total de lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231, que se empleo para llevar a cabo la sintesis de cDNA con la posterior amplificaciéon mediante PCR-TD,
ligando los productos obtenidos en un vector de expresion y transformando células quimicamente
competentes con el plasmido recombinante, tamizando las clonas por PCR de colonia y aislando los
plasmidos recombinantes mediante miniprep para analizar sus secuencias, mediante secuenciacion tipo

Sanger.
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6.2 RT-PCR

6.2.1 Diseiio de oligonucledtidos

Los oligonucléotidos para la amplificacion de la region codificante del gen elF4E y
GAPDH se disefiaron basados en sus secuencias de referencia CDS. Dichas secuencias
fueron obtenidas en formato FASTA de la base de datos GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), con el ID: NM_001968.3 para eIF4E y NM_002046.5
para GAPDH. Para el disefio de los oligonucleotidos, se empled el software Primer 3
(Department of Computational Medicine and Bioinformatics - University of Michigan
Medical School) y se realizé un analisis in silico con el software Primer Blast (NCBI), para
corroborar que los productos fueran especificos para la secuencia de interés. Ademas se
utiliz6 el programa OligoCalc (Northwestern University) para analizar la formacion de
horquillas y la complementariedad en cada oligonucleétido.

Para la construccion de la proteina de fusion, se afiadid una secuencia Kozak y la secuencia
del epitopo artificial de HA (hemaglutinina) del virus de influenza, en el extremo 5°-
terminal del oligonucledtido forward (sentido) para la region codificante de elF4E,
realizando un alineamiento de los oligonucledtidos sentido y antisentido para el transcrito
maduro que codifica para el gen elF4E y GAPDH con el software PriDimer Check para

evaluar la compatibilidad.

6.2.2 Extraccion de RNA
Se aislo el RNA total a partir de las lineas celulares MCF-7 (ER+) y MDA-MB-231
(CMTN) (Ver Anexo 1) empleando el método de TRIzol (Life Technologies). Las células
se crecieron en un frasco T25, al presentar un 90-95% de confluencia se les removié
cuidadosamente el medio y se adiciond6 1 mL de TRIzol (Life Technologies), se llevd a
cabo la extraccidon de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se cuantificé en el

espectrofotometro Epoch, almacenando la preparacion a —80°C.

6.2.3 Sintesis de cDNA
A partir del RNA total de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, se realizo la sintesis
de cDNA por medio de una transcripcion reversa (retrotranscripcion). Las condiciones de

reaccion se indican enseguida (Tabla 4).
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Tabla 4. Componentes de la reaccion de la sintesis de cDNA

5X Reaction Mix (Invitrogen) 4pL
10X SuperScript Enzyme Mix 2 uL
(Invitrogen)
RNA Total (100 pg a 1 pg) 500 ng
Agua tratada con DEPC csp 20

Para realizar la sintesis de cDNA se sigui6 el siguiente programa (Tabla 5):
Tabla 5. Programa para la retrotranscripcion
Temperatura 37°C 95°C 4°C

Tiempo 60 min 5 minutos 5 min ( hasta su uso)
El cDNA se almaceno a -20 ° C.

6.2.4 Amplificacion de la secuencia codificante de elF4E
La amplificacion del transcrito maduro que codifica para el gen elF4E, se realizé mediante
una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR-Touchdown (TD), empleando
los oligonucleodtidos especificos para la secuencia codificante de e/F4E y oligonucledtidos
para el transcrito maduro que codifica para el gen de Gliceraldehido 3 Fosfato
Deshidrogenasa (GAPDH) como control positivo, ademds de una reaccidon sin cDNA
utilizada como control negativo. Los componentes de la reaccion se indican a continuacion

(Tabla 6).

Tabla 6. Componentes de la reaccion de amplificacion de la secuencia codificante de elF4E

10X KAPA Taq Buffer (1.5 mM Mg) 2.5ulL 1X
10 mM dNTP Mix 0.5 uL 0.2 mM
KAPA Tag DNA polimerasa (SU/ pL) 0.1 uL 1U
*Primer F (10 pM) 0.4 uL 0.2 ptM
*Primer R (10 pM) 0.4 uL 0.2 pM
**cDNA (10 pg — 1 pg) 1 puL 10 pg -1 pg
Agua libre de nucleasas 20.1 pL csp 25 pL

*Qligonucleotidos para elF4E o GAPDH ** cDNA MCF-7 o MDA-MB-231

46

——
| —



El programa empleado para la PCR -Touchdown fue el siguiente (Figura 14):

35 ciclos
A

1 cicle 15 ciclos 17 ciclos 1 ciclo

949C Q4°C g4eC
722C

12°C 12°C

4 30"

30 ' 30"

on

Figura 14. Programa empleado para la PCR-TD. Se muestran los pasos principales de la reaccion de PCR,
desnaturalizacion, alineamiento y elongacion. *La temperatura de alineamiento se disminuy6 0.5°C cada 3

ciclos (Touchdown).

6.2.5 Purificacion de los productos de amplificacion
Para purificar los productos de amplificacion del transcrito maduro para el gen elF4E, se
utilizo el kit FastGene® Gel/PCR Extraction, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos purificados de elF4E se visualizaron en un gel de agarosa al 1% y se
almacenaron a 4°C para su posterior ligacion en el vector de expresion pcDNA™3.1/V5-

His TOPO® TA (Ver Anexo 2).

6.2.6 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa al 2% para la visualizacion del RNA y al 1% para los
productos amplificados mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
purificacién de los mismos. Para ello se realizo la mezcla de agarosa y buffer TAE 1X
disolviendo por calor y afiadiendo la cantidad necesaria de Bromuro de Etidio (10 mg/mL)
para una concentracion final de 0.5 pg/mL , se dejo polimerizar y se coloco en la cdmara de
electroforesis y afiadiendo buffer TAE 1X. Para la carga de las muestras, se colocaron
tantas gotas de buffer de carga 6X (KAPA Loading Dye), como nimero de muestras,
colocando solo en el primer pozo el marcador de peso molecular de 10000 pb (KAPA

Universal DNA Ladder), se realiz6 la corrida (80-100V) y se visualizé el gel en el

47

——
| —



transiluminador de luz UV, se obtuvieron fotos a partir del fotodocumentador con el

software Image Lab Life Science - Bio-Rad®.

6.3 Clonacion en vector de expresion
Para realizar la ligacion de los productos de amplificacion de la region codificante del gen
elF4E, se emple6 el kit pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit (Ver Anexo 2).

Las condiciones para la reaccion de clonacion fueron las siguientes (Tabla 7):

Tabla 7. Condiciones para la reaccion de clonacion

Producto fresco de PCR de la region 0.5a4 pL
codificante de elF4E

Solucion Salina 1 uL
Agua estéril lo necesario para un volumen final 5 pL
TOPO vector 0.3 uL

Se incubd la reaccidon a temperatura ambiente (22-23 ° C) y se procedio a la transformacion

de células quimicamente competentes.

6.4 Transformacion de células quimicamente competentes
Para realizar la transformacion de células quimicamente competentes, se anadieron 2 puL de
cada ligacion en 25 pL de células quimicamente competentes de E.coli DH5a (Ver Anexo
1). Se incubaron los tubos en hielo por 25 minutos, se realiz6 un choque térmico de las
células por 40s a 42°C y se transfirieron los tubos a hielo. Se afiadieron 250 pL de medio
SOC vy se incubaron horizontalmente a 37°C con agitaciéon (200 rpm) por una hora. Se
afiadieron dos diferentes volimenes, 50 pL y 150 pL de cada transformacion, en cajas Petri

con medio LB (Luria-Bertani) y ampicilina (50 pg/ml), incubando toda la noche a 37°C.

6.5 Tamizaje de las clonas
Una vez obtenidas las colonias de la placa de transformacion se emplearon directamente
como templado para la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), para ello, se tomaron
cada una de las colonias y se inocularon en microtubos de 0.2 mL, los cuales contenian 10

uL de agua libre de nucleasas.

Enseguida a cada uno de los tubos se le afiadieron los siguientes componentes (Tabla 8):
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Tabla 8. Condiciones de reaccion para la PCR de colonia

| REACTIVO | VOLUMEN | CONCENTRACIONFINAL |

10X KAPA Taq Buffer (1.5 mM Mg) 2.6 uL 1X
10 mM dNTP Mix 0.5uL 0.2 mM
KAPA Taq DNA polimerasa (5U/ 0.1 uL 1U
nL)
Primer 1 (10 pM) 0.4 uL 0.2 uM
Primer 2 (10 pM) 0.4 uL 0.2 uM
Agua libre de nucleasas 10.1 uL

*T7 (F) 6 BGH (R) **BGH(R) 6 elF4E(R)

El programa empleado para la PCR de Colonia fue el de PCR-Touchdown descrito

anteriormente (Figura 14).

6.6 Aislamiento y purificacion del plasmido
Para el aislamiento y purificacion del plasmido recombinante, se emple6 el método de
miniprep, utilizando el kit Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Se
seleccionaron las colonias del medio s6lido LB con ampicilina y se inocularon cada una en
5 ml de medio LB liquido con ampicilina (50 pug/ml), incubando por 12-16 horas a 37°C
con agitacion (200-250 rpm). Posteriormente, se llevo a cabo la purificacion de acuerdo a

las instrucciones del fabricante y se almaceno el plasmido de DNA purificado a -80°C.

6.7 Secuenciacion tipo Sanger y analisis bioinformatico
Los plasmidos purificados fueron enviados a secuenciar en una concentracion de 200
ng/uL, al Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, del
Instituto de Biologia UNAM, en donde se llevo a cabo una secuenciacion de tipo Sanger
con los oligonucledtidos T7 (sentido) y BGH (antisentido), en el secuenciador Applied
Biosystems® 3500xL Genetic Analyzer (24 capilares). Para el alineamiento de las
secuencias se emplearon los programas DNA Baser Sequence Assembler (Heracle
BioSoft S.R.L) y MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al.,
2013), corroborando los alineamientos con el programa BLAST (NCBI) a nivel
nucleotidico (blastn) y a nivel proteico (blastx) y ExPASy (SIB Bioinformatics Resource

Portal), para un andlisis més detallado a nivel proteico.
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7. RESULTADOS

7.1 Diseiio de oligonucledtidos y analisis bioinformatico

El disefio de oligonucleétidos especificos dirigidos contra la region codificante del gen
elF4E y de GAPDH se realizd con el algoritmo informatico Primer 3, a partir de las
secuencias genomicas de estos genes obtenidas de la base de datos del NCBI. Los
oligonucledtidos se disefiaron tomando en cuenta que la temperatura de alineamiento fuera
similar para cada oligonucleétido y cercana a 60°C para conferir una mayor estabilidad
(Tabla 9). Para conocer la especificidad de los oligonucleotidos, se empled el software
Primer Blast de NCBI, el cual emplea el algoritmo BLAST junto con el algoritmo de
alineamiento global Needleman-Wunsch (NW) para buscar la especificidad entre los
oligonucledtidos y la secuencia de interés (Ye et al., 2012), por lo que Primer Blast se
desempefia como una PCR in silico. Con este andlisis se obtuvo un producto de 651 pb que
es especifico para la region codificante del gen elF4E (Homo sapiens) (Figura 15) y un
producto especifico de 185 pb para la region codificante de GAPDH (Homo sapiens)
(Figura 16).

En la tabla 9 se resumen las caracteristicas de los oligonucle6tidos obtenidos y se muestran

los resultados de los alineamientos entre los oligonucle6tidos y la secuencia de interés.

Tabla 9. Oligonucleétidos disefiados para la region codificante de elF4E y GAPDH.

elF4E | ATGGCGACTGTCGAACCG 60.13 | AACAACAAACCTATTTTTAGTGGTGGA 59.88 651 pb

GAPDH | GAGTCAACGGATTTGGTCGT | 59.97 | GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 59.99 185 pb
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Input PCR template MM _001968.3 Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 4E (EIF4E), transcript variant 1, mRNA
Range 1-4749

specificity of primers primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly cnly) for selected species (Crganism limited
to Homo sapiens)...help on specific primers
Other reports & Search Summary

(=) Graphical view of primer pairs

) NM_001968.3: 1.4.7K (4.7Kbp)~ | Find v[a| - =+ & FeTools- E | ¥ Configure & 7 -
mﬂ 406 |5a0 |58 LK 12o8  |Lamm  [168B  |Lsem 2k 22an  [248m  joRa (2800 [3K p2oa  [3.488 (3588 |3meE |4k [+.208  |4.4008 4.743
Fenes - Exon I Bl x
=xon axen
=xon [ =xon IR
exon IR
fFenes {NCE gy FOW ) ®
EIF4E
HP_0o195%.1 [ e
*®

Frimer pairs for job Ni3BQIVKLGATOwdNdmMIM210FyJ-Ufon 0o oo

Priner B4

Figura 15. Analisis de especificidad de los oligonucledtidos para el transcrito maduro que codifica para el
gen elF4E. Se esquematiza el resultado obtenido en Primer Blast de la especificidad de los oligonucleodtidos
de elF4FE y su alineamiento limitado al organismo Homo sapiens. Se observa que los oligonucleotidos

presentan un alineamiento especifico con la secuencia de intéres.

Input PCR template NM_002046.5 Homo sapiens glyceraldehyd dehydrog! (GAPDH), transcript variant 1, mRNA
Range 1-1421
Specificity of primers primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected (reference only) for selected species (Organism limited
to Homo sapiens)...help on specific primers
Other reports & Search Summary

(= Graphical view of primer pairs

) NM_002045.5: 1.1.4K (1.4Kbp) = | Fing SES| - ———— -+ @ STook~ I | fFcommgue @ 7 -
lio e |eo0 |ese  |ame |ssa . [iee . |4se _ [sea e |sea  |esa [rem  [7sa . |sme . [sa . (956 [s5e |1k 150  [Lies_ [iis. (1208 1S 1398 (1550 iqzt
fenea - Excn g [y e
exon I — =xon =xon
fe— ]
=xon =xon exon I exon
exon I

NP BezosT 2
Erimer pairs for job uqFNu20xypHsLIljlRSHEYZgaUyeE-hJ ) G
Frimer 1

Figura 16. Analisis de especificidad de los oligonucledtidos para la region codificante del gen GAPDH. Se
muestra el resultado obtenido en Primer Blast de la especificidad de los oligonucledtidos de GAPDH y su
alineamiento limitado al organismo Homo sapiens. Se observa que los oligonucledtidos presentan un

alineamiento especifico con la secuencia de intéres.

Ademas del uso de estas herramientas bioinformaticas, se empled OligoCalc, un software
que proporciona los resultados del célculo de la temperatura de fusion y ademas permite
analizar la formacion de homodimeros y de estructuras asa-tallo a nivel intramolecular
(Kibbe, 2007). El andlisis para el par de oligonucledtidos disefiados para la region
codificante de elF4E muestra que no se presenta la formacion de bucles ni
autoalineamiento para los oligonucledtidos elF4E-F y eIF4E-R (Figuras 17 y 18). Tampoco
los oligonucleotidos GAPDH-F y GAPDH-R disefiados para la region codificante de
GAPDH presentaron caracteristicas de formacion de bucles y/o autoalineamiento (Figuras

19 y 20).
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elF4E-F: ATGGCGACTGTCGAACCG

Formacion de Bucles: No
Complementariedad 3': No
Autoalineamiento: No

Figura 17. Resultados de OligoCalc para el oligonucleotido elF4E-F. Se esquematizan los resultados
obtenidos de OligoCalc para el oligo e[F4E-F, se puede observar que no existe auto complementariedad ni

formacion de estructuras asa-tallo.

elF4E-R: AACAACAAACCTATTTTTAGTGGTGGA

Formacion de Bucles: No
Complementariedad 3': No
Autoalineamiento: No

Figura 18. Resultados de OligoCalc para el oligonucledtido elF4E-R. Se esquematizan los resultados
obtenidos de OligoCalc para el oligo elF4E-R, se encuentra que no existe auto complementariedad ni

formacion de estructuras asa-tallo.

GAPDHF: GAGTCAACGGATTTGGTCGT

Formacion de Bucles: No
Complementariedad 3': No
Autoalineamiento: No

Figura 19. Resultados de OligoCalc para el oligonucledtido GAPDH-F. Se esquematizan los resultados
obtenidos de OligoCalc para el oligo GAPDH-F, se observa que no existe auto complementariedad ni

formacion de estructuras asa-tallo.

GAPDHR: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

Formacion de Bucles: No
Complementariedad 3': No
Autoalineamiento: No

Figura 20. Resultados de OligoCalc para el oligonucleétido GAPDH-R. Se esquematizan los resultados
obtenidos de OligoCalc para el oligo GAPDH-R, se aprecia que no existe auto complementariedad ni

formacion de estructuras asa-tallo.

En conjunto, con estos analisis in silico se determind que los oligonucledtidos presentan la
especificidad y las caracteristicas adecuadas para la amplificacion de la region codificante
del gen elF4E, por lo que, una vez confirmadas dichas caracteristicas, se realizaron
adiciones en el extremo 5’-terminal del oligonucle6tido forward (sentido) para el transcrito

maduro que codifica para el gen e/F4E. Para ello, se anadid una secuencia Kozak, la cual
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permite una eficiente traduccion, ya que dicha secuencia presenta una purina en la posicion
-3 (antes del coddén de inicio) para la iniciacion eficaz de la traduccion y una G en la
posicion +4, lo que permite aumentar aun mas la eficiencia de la traduccion (Kozak, 1978;
Kozak, 2002). Asi mismo, se afiadi6 la secuencia del epitopo artificial de HA
(hemaglutinina), lo que permite generar un marcaje especifico, para facilitar su posterior

deteccion y purificacion a nivel de proteina (Figura 21).

HA-elF4EF

(GCC ATG GGC TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT ATG GCG ACT GTC GAA CCG

A M G Y P Y D V P D Y A M A T VvV E P

Secuencia Kozak HA-tag elF4E

Figura 21. Oligonucleotido de eIF4E sentido modificado. A partir de la secuencia especifica del oligo el[F4E
sentido (rojo), se afiadi6 una secuencia consenso Kozak (verde) y la secuencia del epitopo articial HA

(hemaglutinina) (azul).

Para comprobar la no inter-complementariedad e incompatibilidad de los oligonucleétidos
HA-elF4EF, elF4ER, GAPDHF y GAPDHR, se utilizo el software PriDimer Check, que
calcula la estabilidad de la complementariedad de los pares de oligonucle6tidos empleando
parametros termodinamicos, usando un valor de corte estricto de -7 kcal/mol para definir la

formacion de un dimero (Shen et al., 2010).

Los resultados del andlisis para el par de oligonucledtidos de elF4E, presentan un valor

AG® (37°C) = 0 kcal/mol (Figura 23), al igual que para el par de oligonucledtidos de

GAPDH (Figura 23).
Sequence information Possible Primer Dimer AG(37°C)
FP:Forward p vs 5' GCCATGGGCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATGGCGACTGTCGAACCG 3'
RP:Reverse p o
Matches = 0 3' AGGTGGTGATTTTTATCCAAACAACAA 5' et
alignment score= -1

Figura 22. Anilisis de inter-complementariedad para los oligonucleodtidos del transcrito maduro que codifica
para el gen elF4E. El analisis de inter-complementariedad con PriDimer Check para los oligonucleétidos de
elF4E muestra un valor de correspondencia igual a 0 y un valor AG® (37°C)= 0 kcal/mol, lo que indica que no

existe complementariedad entre los oligonucleotidos.
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Sequence information Possible Primer Dimer AG(37°C)
Al Al
FP:Forward vs RP:Reverse S' GAGICAACGGATTIGGICG 3
Matches = 0
alignment score= -1

3' GACTCTTGCCCTTCGAACAG 5°' Olkccal/mol

Figura 23. Analisis de inter-complementariedad para los oligonucledtidos de GAPDH. El analisis con
PriDimer Check para los oligonucledtidos de GAPDH presenta un valor de correspondencia igual a 0 y un

valor AG® (37°C)= 0 kcal/mol, lo que indica que no existe complementariedad entre los oligonucledtidos.

7.2 Extraccion de RNA
El aislamiento de RNA total a partir de las lineas celulares de cancer de mama MCF-7

(ER+) y MDA-MB-231 (CMTN) (Ver Anexo 1) se llevo a cabo empleando el método de
TRIzol (Life Technologies). E1 TRIzol es una solucion monofésica de fenol e isotiocianato
de guanidina, este ultimo es un agente caotropico por lo que es un potente desnaturalizante
de proteinas con capacidad de inhibir RNAsas, el fenol permite la solubilizacion del
material biolégico y la adicion de cloroformo la separacion de fases, donde las proteinas
permanecen en la fase orgéanica, el DNA en la interfase y el RNA permanece en la fase
acuosa. Por lo tanto, el TRIzol confiere grandes ventajas al permitir la extraccion y

purificacion de RNA, DNA y proteinas a partir de una sola muestra (Rio et al., 2010).

El RNA para cada una de las lineas celulares de cancer de mama se visualizo en un gel de
agarosa al 2%, observando dos bandas correspondientes al RNA ribosomal (RNAr) 28s y
18s, lo que corrobora la integridad y calidad del RNA aislado, ademas se aprecia una banda

débil de alto peso molecular correspondiente a DNA gendémico (Figura 24).
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8S

18S

Figura 24 Extraccion de RNA a partir de lineas celulares. Gel de agarosa al 2%. En el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular de 1Kb, en el carril 2 y 3 se aprecian 2 bandas correspondientes al RNAr 28S y
18S para las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (carril 2) y MDA-MB-231 (carril 3); se puede

apreciar una banda de alto peso molecular correspondiente a DNA genémico.

7.3 Amplificacion de la region codificante de elF4E

Para realizar la amplificacion de la region codificante de elF'4E se empled la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa PCR-TD (Touchdown) (62°C-59°C), la cual permite el
aumento de la especificidad, sensibilidad y rendimiento del producto esperado, ya que
utiliza una temperatura inicial de alineamiento por encima de la temperatura de fusion (Tm)
de los oligonucledtidos empleados, después, se presentan transiciones progresivas de la
temperatura de alineamiento a una temperatura mas baja en el curso de los ciclos sucesivos.
Cualquier diferencia de Tm entre un alineamiento correcto e incorrecto producird una
ventaja exponencial del doble por ciclo (Korbie & Mattick, 2008).

Para realizar la amplificacion se emplearon los oligonucleotido especificos disenados para
elFF4E, utilizando como control positivo los oligonucleétidos disefiados para la region
codificante del gen GAPDH y se visualizaron los fragmentos obtenidos en un gel de
agarosa al 1%, con el respectivo marcador de peso molecular de 1Kb. En el gel de agarosa
se aprecia una sola banda para cada una de las lineas celulares de cancer de mama humano,

MCF-7 y MDA-MB-231, indicativa de un producto Unico y especifico para el transcrito




maduro que codifica para el gen de e/F4E, la banda presenta un tamafio de 651 pb, lo que
corresponde al andlisis realizado in silico del producto esperado. De la misma manera para
la secuencia codificante de GAPDH, se presenta una sola banda de un tamafio de 185 pb,

correspondiente al producto esperado, de acuerdo al andlisis realizado in silico (Figura 25).

10000——-—:-—-

Figura 25. Productos de amplificacion de la region codificante de e/F4E. Gel de agarosa al 1%. En el carril 1
se aprecia el marcador de peso molecular de 1Kb, en los carriles 2 y 3 los amplificados para el transcrito
maduro que codifica para el gen e/lF4F a partir del cDNA de MCF-7 y MDA-MB-231, respectivamente; se
puede observar una sola banda para cada uno de los amplificados de un tamafio de 651 pb, que es
correspondiente y especifico para el producto esperado. En el carril 4 se observa el control positivo
empleando los oligonucledtidos especificos para la region codificante de GAPDH, se aprecia una sola banda
de un tamafio de 185 pb, correspondiente al taamafio esperado y en el carril 5 se presenta el control negativo

(blanco), en el cual no se observa ninguna banda de amplificacion como corresponde.

Los productos de amplificacion de elF4E, fueron purificados mediante el kit
FastGene” Gel/PCR Extraction y 30 ng de cada uno de los productos purificados se
observaron en un gel de agarosa al 1%, apreciando una sola banda para cada uno de los

productos, con el tamafio esperado de 651 pb (Figura 26).
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Figura 26. Purificacion de los productos de PCR en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se aprecia el
marcador de peso molecular de 1Kb, en el carril 2 y 3 los productos purificados de PCR para el transcrito
maduro que codifica para el gen elF4F en las lineas celulares de MCF-7 y MDA-MB-231(30 ng c/u),
respectivamente. Para cada uno de los productos de PCR purificados se observa una sola banda con un

tamafio de 651 pb.

7.4 Clonacion y transformacion de células competentes
Los productos purificados se ligaron en el vector de expresion pcDNA 3.1/ V5-His TOPO.
La reaccion de ligacion en el vector es posible ya que la Taq polimerasa empleada en la
reaccion de PCR, tiene una actividad transferasa terminal al afiadir una desoxiadenosina
(A) en los extremos 3' de los productos de PCR, mientras que el vector presenta residuos de
desoxitimidina (T) en la posicion 3', lo que permite insertar los productos de PCR y ligarlos
de manera eficiente con el vector. Por su parte, la topoisomerasa I de virus vaccinia unida
covalentemente al vector, se une al DNA de doble cadena en sitios especificos y escinde el
esqueleto fosfodiéster, después de la secuencia 5'-CCCTT en una de las hebras. La energia
proveniente de la ruptura del enlace fosfodiéster, es conservada por la formacion de un
enlace covalente entre el fosfato 3" de la cadena escindida y un residuo tirosil (Tyr-274) de
la topoisomerasa I. El enlace fosfo-tirosilo entre el DNA y la enzima, posteriormente puede

ser atacado por el hidroxilo 5°de la hebra original escindida, revirtiendo la reaccion y
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liberando la topoisomerasa Lo anterior permite que se ligue el producto de forma no

direccional al plasmido (Ver anexo 2).

Posterior a la clonacion se realizo la transformacion, que se refiere a la introduccion de
material genético extrafio en células procariotas (bacterias), el cual se incorpora en estas,
esta reaccion se realizod en células competentes de E.coli DH5a (Ver anexo 1), empleando
medio LB (Ver anexo 1) con el antibidtico ampicilina (50 pg/mL ampicilina). Se emple6
ampicilina ya que el vector de expresion pcDNA 3.1/ V5-His TOPO, presenta un gen de
resistencia ampicilina, lo que permite seleccionar y analizar las clonas positivas que crecen
en este medio.

El nimero de clonas obtenidas, a partir de la ligaciéon de la region codificante del gen
elF4FE con el vector de expresion, fueron 7 para la linea celular humana de cancer de mama
MCF-7, mientras que las clonas obtenidas a partir de la linea celular humana de céncer de

mama MDA-MB-231 fueron 3.

7.5 Tamizaje de clonas
Para realizar el tamizaje de las clonas e identificar las clonas que se encontraban en la
orientacion apropiada, se emple6 la técnica de PCR de colonia, un método utilizado para
tamizar rapidamente los plasmidos que contienen el inserto deseado directamente a partir
de colonias bacterianas. La PCR de colonia se realiz6 empleando el oligonucleotido del
promotor T7, que permite la transcripcidon in vitro en la orientacion sentido y la
secuenciacion a través del inserto. También se utilizo el oligonucledtido BGH antisentido
que también permite la secuenciacion del inserto (Ver Anexo 2) y el oligonucle6tido
elF4E-R, para discernir entre los productos que se encontraban en la orientacion correcta de

los que se encontraban en la orientacion incorrecta (Figura 27).

Mediante este analisis se encontr6 que, de las 7 clonas obtenidas para la linea celular MCF-
7, s6lo dos se encontraron en la orientacion apropiada mientras que, de las 3 clonas
obtenidas para la linea celular MDA-MB-231, s6lo se encontré una en la orientacion
correcta, dichas clonas en la orientacion apropiada se visualizaron en un gel de agarosa al
1%, donde se puede observar una banda en la parte superior que corresponde al DNA
gendmico bacteriano y otra banda en la parte posterior que corresponde al producto de

amplificacion del plasmido recombinante. Para la amplificacion empleando los
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oligonucledtidos T7 y BGH-R, se observan bandas de 931 pb correspondiente al tamafio
esperado (elF4E + el sitio de policlonacion del plasmido) (carriles 2, 5 y 8), la
amplificacion empleando los oligonucledtidos T7 y elF4E-R presentan bandas de 742 pb
(carriles 3, 6 y 9) que corresponden al tamafio correcto, mientras que para la amplificacion
empleando los oligonucleétidos elF4E-R y BGH-R no se presentd ninguna banda de

amplificacion como se esperaba (carriles 4, 7 y 10), corroborando asi que las clonas se

encontraban en la orientacion apropiada (Figura 28).

91 pb 840 pb 91 pb 651 pb

/ 930 pb: clona con inserto \/ 742 pb: orientacion correcta

/ 1491 pb \

Figura 27. Productos de amplificacion en orientacion correcta e incorrecta para las clonas. Se esquematizan
los productos esperados en la orientacion correcta e incorrecta, para el tamizaje de las clonas con el plasmido

recombinante, que contiene la secuencia de interés para la region codificante de e/F4E.

Después de realizar la amplificacion, se utilizé la técnica de miniprep para purificar el
plasmido recombinante, mediante esta técnica las células bacterianas se someten a una SDS
lisis/alcalina, que permite la desnaturalizaciéon y precipitacion selectiva del DNA

plasmidico. El kit utiliza una exclusiva tecnologia de membranas a base de silice en una
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columna de centrifugacion, a la cual se une el DNA plasmidico permitiendo su

purificacion.

Figura 28. Tamizaje de clonas para el plasmido recombinante de e/F4E. En el carril 1 se aprecia el marcador
de peso molecular de 1kb. Los carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a la amplificacion de las clonas obtenidas
para el transcrito maduro que codifica para el gen e/F4E a partir de la linea celular MCF-7, los carriles 8, 9 y
10 corresponden a la amplificacion de la clona obtenida a partir de la linea celular MDA-MB-231. En todos
los carriles se puede observar en la parte superior la presencia de una banda correspondiente a DNA gendmico
bacteriano. En los carriles 2, 5 y 8 se emplearon los oligonucledtidos T7 y BGH-R, se puede observar una
banda de un tamafio de 931 pb en cada unode los carriles, en los carriles 3, 6 y 9 se utilizaron los
oligonucleotidos T7 y elF4E-R observando una banda de 742 pb en cada uno de los carriles que corresponde
al tamafio esperado y en los carriles 4, 7 y 10 los oligonucledtidos empleados fueron BGH-R y elF4E-R, no se

apreci6 ninguna banda en los carriles como se esperaba.

7.6 Secuenciacion tipo Sanger de los plasmidos recombinantes
Para corroborar que las clonas seleccionadas se encontraran en la orientacion apropiada y
que no presentaran mutaciones ni cambios en el marco abierto de lectura, se secuenciaron
en el Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, del
Instituto de Biologia UNAM. Para ello se aislo y purifico el DNA plasmidico de las clonas
transformadas, empleando el kit Thermo Scientific® GeneJET Plasmid. El método de

secuenciacion de Sanger o dideoxi se basa en el proceso de replicacion, en este método se
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utilizan didesoxinucledtidos (ddNTP), andlogos estructurales de los desoxinucledtidos
(dNTP), la DNA polimerasa utiliza como sustrato los ddNTP por su analogia con los ANTP
y queda incorporado a la hebra en sintesis, pero la cadena no se puede elongar ya que los
ddNTP carecen del grupo 3’-OH que impide la formacién del enlace fosfodiéster con el
siguiente nucleotido, asi los dANTP terminan la sintesis de DNA (Cabrera & Sanchez,
2001). Cada uno de los cuatro ddNTP se marca con un colorante fluorescente y los ANTP
con otro colorante diferente, los productos de reaccion son desnaturalizados y los
fragmentos de DNA producidos se mezclan y se lleva a cabo una electroforesis en gel en
tubos capilares, la fluorescencia se detecta mediante la incidencia de un haz laser que se lee
en un escaner optico, los resultados se muestran como un conjunto de picos en un grafico

denominado electroferograma (Pierce, 2009).

El analisis bioinformatico de las secuencias se realizd6 mediante los programas, MEGA6 y
DNA Baser, los cuales emplean el algoritmo Clustal W y el programa MUSCLE para
realizar los alineamientos. Ademas DNA Baser permite visualizar los electroferogramas de
cada una de las secuencias. Asi mismo, se realiz6 un alineamiento empleando el programa
BLAST (blastn) del NCBI, contra el genoma humano para confirmar los alineamientos
realizados anteriormente, ya que BLAST utiliza un algoritmo de alineamiento global que es
mas especifico para la correspondencia de las secuencias obtenidas con la secuencia

esperada.

Para la primera clona con la region codificante del gen e/F4E, a partir de la linea celular
MCF-7, no se encontrd ningun cambio a nivel nucleotidico, al realizar el alineamiento de
las secuencias obtenidas con la secuencia esperada empleando el programa MEGAG6
(Figura 29) y BLAST (blastn), encontrando un porcentaje de identidad del 100% respecto a

la secuencia de referencia (Figura 30).

El resultado de estos alineamientos, se apoy6 en el analisis del electroferograma obtenido,
el cual presento una buena resolucion, ya que se observan picos bien separados y con una
altura adecuada, no obstante, se logra apreciar un poco de ruido de fondo. En dicho
cromatograma se corrobord que, no se presenta ningun tipo de mutacion en concordancia

con los alineamientos obtenidos (Figura 31).
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Figura 29. Analisis de la clona 1 con el programa MEGAG6. Se muestra un fragmento representativo del
alineamiento realizado entre la secuencia esperada (1), con las secuencias obtenidas para el plasmido
recombinante con la region codificante de e/F4E (2). Dicho analisis muestra que no se presentan cambios en

la secuencia nucleotidica obtenida.

Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 4E (EIF4E), transcript variant 1, mRNA

Sequence ID: ref|NM 001968.3| Length: 4749 Number of Matches: 1

Range 1: 1524 to 2174Score Expect Identities Gaps Strand
1203 bits(651) 0.0 651/651(100%) 0/651(0%) Plus/Plus
Query 40 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 99

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e et e e e e e e e e
Sbjct 1524 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 1583

Query 100 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 159

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1584 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 1643

Query 160 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTG 219

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1644 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTG 1703

Query 220 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 279

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1704 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 1763

Query 280 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTTTTAAGGATGGTATTGAGCCT 339

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 1764 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTTTTAAGGATGGTATTGAGCCT 1823

Query 340 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 399

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 1824 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 1883

Query 400 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 459

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e rrr e e e e e e e e e
Sbjct 1884 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 1943

Query 460 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGTGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 519

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 1944 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGTGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 2003

Query 520 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 579

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 2004 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 2063

Query 580  AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 639
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e
Sbjct 2064 AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 2123

62

——
| —



Query 640 GCAGACACAGCTACTAAGAGCGGCTCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 690

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e
Sbjct 2124 GCAGACACAGCTACTAAGAGCGGCTCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 2174

Figura 30. Alineamiento con BLAST (blastn) para la clona 1. Se presenta el resultado del alineamiento
global de las secuencias obtenidas para la clona 1, encontrando un porcentaje de identidad del 100% con la
secuencia de interés perteneciente a la region codificante del gen elF4E, lo que indica que dicha clona

corresponde a la secuencia esperada y no presenta ninguna mutacion.
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Figura 31. Electroferograma de la secuenciacion para la clona 1. Se esquematiza el electroferograma para la

clona 1, del transcrito maduro del gen e/F4E, para la linea celular MCF-7. Se aprecia una secuencia de buena
calidad y con poco ruido de fondo, no se observa ningun cambio en los nucleétidos para las secuencias

obtenidas.

Para la segunda clona a partir del transcrito maduro del gen e/F4E, de la linea celular MCF-
7, también se realizo el alineamiento resultante de la secuencia esperada, con las secuencias
obtenidas, empleando el programa MEGAG6 (Figura 32) y BLAST (blastn) (Figura 33), en
donde se encontr6 que no se presenta ningun cambio al igual que la clona 1, y que el

porcentaje de similitud es del 100% correspondiente con la secuencia de interés.

El analisis del electroferograma obtenido mediante la secuenciacion tipo Sanger, muestra
que la secuencia obtenida tiene una buena resolucion, al igual que el cromatograma de la
secuencia para la clona 1. Con dicho electroferograma se confirma que, las secuencias
obtenidas y la secuencia esperada presentan la misma correspondencia en todos sus

nucleotidos (Figura 34).

——

63

'



e M: Alignment Explorer =8 =0

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DS E% | Sai WY ol B SEX¥ BBy ABAHR

DNASequences ‘Trans\aledeteinSequences|

Species/Abbryv Group Name B T

1. gil194578905| ref | _001968.3| Ho B
2. Contig.E7 I

Figura 32. Analisis de la clona 2 con el programa MEGAG6. Se presenta una porcion representativa del
alineamiento realizado, para la secuencia esperada (1) con las secuencias obtenidas (2), se aprecia que no
existe ningun cambio en las secuencias obtenidas, para la region codificante de e/F4E de la linea celular

MCEF-7.

Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 4E (EIF4E), transcript variant
1, mRNA
Sequence ID: ref|NM 001968.3|Length: 4749Number of Matches: 1

Range 1: 1524 to 2174Score Expect Identities Gaps Strand
1203 bits (651) 0.0 651/651(100%) 0/651(0%) Plus/Plus
Query 40 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 99

Crrrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e rrerrrr e e e e
Sbjct 1524 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 1583

Query 100 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 159

Crrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e
Sbjct 1584 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 1643

Query 160 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTG 219

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rr e et e e e e
Sbjct 1644 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTG 1703

Query 220 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 279

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rr e et e e e e
Sbjct 1704 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 1763

Query 280 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTTTTAAGGATGGTATTGAGCCT 339

CEErrrrrrrrrr e e et e et r e e e e e e e e e e e
Sbjct 1764 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTITTTAAGGATGGTATTGAGCCT 1823

Query 340 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 399

FEErrrrrrrrrr e e et e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 1824 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 1883

Query 400 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 459

CEEErrrrrr e e e e et e e et r e e e e e e e e
Sbjct 1884 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 1943

Query 460 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGTGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 519

CEEErrrrrr e e e e et e e et r e e e e e e e e
Sbjct 1944 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGIGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 2003

Query 520 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 579

FCEEEEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2004 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 2063

Query 580 AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 639

FCEEErrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2064 AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 2123
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Query 640 GCAGACACAGCTACTAAGAGCGGCTCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 690

Frrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e
Sbjct 2124 GCAGACACAGCTACTAAGAGCGGCTCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 2174

Figura 33. Alineamiento con BLAST (blastn) para la clona 2. Se esquematiza el alineamiento
realizado de las secuencias obtenidas, encontrando que el alineamiento global indica, que hay una
similitud del 100% con la secuencia de la region codificante de elF4E, como se esperaba por lo que

no se presenta ningun tipo de mutacion para esta clona.
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Figura 34. Electroferograma de la secuenciacion para la clona 2 con el software DNA Baser. Se presenta el
electroferograma para la clona 2, del transcrito maduro que codifica para el gen el/F4E, para la linea celular
MCEF-7. El electroferograma presenta una buena resolucion y un poco de ruido de fondo, se corrobora que, no

hay ninguna mutacion presente para esta clona.

Para la tercera clona de la region codificante de e/F4E, correspondiente a la linea celular
MDA-MB-231, los alineamientos realizados con el programa MEGA6, determinaron que
se presentan dos cambios de base, en el primero hay un cambio de base de guanina (G) por
timina (T) en la posicion 2145 y el otro cambio de base resultante es, de una citosina (C)
por una adenina (A) en la posicion 2147 con respecto a la secuencia de interés (Figura 35).
Dicha mutacién denominada transversion, se corrobord al realizar el alineamiento global
con el programa BLAST (blastn), donde se presenta un porcentaje de identidad del 99% y
existe una identidadde solo 649 nucledtidos, comparada con los 651 nucledtidos presentes

en la secuencia de interés, debido a los dos cambios de base presentados (Figura 36).

Por su parte el electroferograma obtenido para esta clona, permitié corroborar la pérdida de
las bases nucleotidicas, por lo que se presentan picos que, dan una sefial para las bases

nucleotidicas intercambiadas (Figura 37).

——

65

'



&% M6: Alignment Explorer (sequence elF4E-pcdna.mas) =B Mo X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DERY TR WY o OB ABXK BB or AHBE

DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Rbbrv Group Name T T
1. gil194578905|ref|NM_001962.3| Homo sapiens eukaryotic trana III

2. 2. Contig

Figura 35. Analisis de la clona 3 con el programa MEGAG6. Se presenta el resultado del fragmento
representativo del alineamiento de la secuencia esperada (nimero 1) con las secuencias obtenidas (nimero 2),
para la clona 3.En dicho fragmento se logran apreciar los cambios de base, de una guanina por timina en la
posicion y otro cambio de base de citosina por adenina (recuadro rojo).

Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 4E (EIF4E), transcript variant

1, mRNA
Sequence ID: ref|NM 001968.3| Length: 4749 Number of Matches: 1

Range 1: 1524 to 2174

Expect Identities Gaps Strand
Score
1192 bits (645) 0.0 649/651(99%) 0/651(0%) Plus/Plus
Query 40 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 99

Crrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrerrrr e e e e e
Sbjct 1524 ATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAG 1583

Query 100 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 159

Crrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerr et r e e e
Sbjct 1584 AAAACGGAATCTAATCAGGAGGTTGCTAACCCAGAACACTATATTAAACATCCCCTACAG 1643

Query 160 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTG 219

FEErrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 1644 AACAGATGGGCACTCTGGTTTTTTAAAAATGATAAAAGCAAAACTTGGCAAGCAAACCTIG 1703

Query 220 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 279

FEErrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 1704 CGGCTGATCTCCAAGTTTGATACTGTTGAAGACTTTTGGGCTCTGTACAACCATATCCAG 1763

Query 280 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTTTTAAGGATGGTATTGAGCCT 339

CErrrrrrrrerrrrrrrre et e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 1764 TTGTCTAGTAATTTAATGCCTGGCTGTGACTACTCACTTITTTAAGGATGGTATTGAGCCT 1823

Query 340 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 399

CEErrrrrrrerr e e e e e et e et r e e e e e
Sbjct 1824 ATGTGGGAAGATGAGAAAAACAAACGGGGAGGACGATGGCTAATTACATTGAACAAACAG 1883

Query 400 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 459

CEErrrrrrrrrr e e e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 1884 CAGAGACGAAGTGACCTCGATCGCTTTTGGCTAGAGACACTTCTGTGCCTTATTGGAGAA 1943

Query 460 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGTGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 519

CEEErrrrrr e e e e et e e et r e e e e e e e e
Sbjct 1944 TCTTTTGATGACTACAGTGATGATGTATGTGGCGCTGTTGTTAATGTTAGAGCTAAAGGT 2003

Query 520 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 579

FCEEEEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2004 GATAAGATAGCAATATGGACTACTGAATGTGAAAACAGAGAAGCTGTTACACATATAGGG 2063

Query 580 AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 639

CEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2064 AGGGTATACAAGGAAAGGTTAGGACTTCCTCCAAAGATAGTGATTGGTTATCAGTCCCAC 2123
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Query 640 GCAGACACAGCTACTAAGAGCTGATCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 690

FEErrrrrrrerrrrrrrr ey o prr e e e e e e e e
Sbjct 2124 GCAGACACAGCTACTAAGAGCGGCTCCACCACTAAAAATAGGTTTGTTGTT 2174

Figura 36. Alineamiento con BLAST (blastn) para la clona 3. Se presenta el alineamiento de las secuencias
obtenidas, en donde se encontré un porcentaje de identidad del 99%, al encontrar una similitud de 649
nucleotidos de los 651 nucledtidos, que pertenecen a la secuencia de interés para el transcrito maduro que
codifica para el gen de elF4E; esto debido a los cambio de base en la secuencia obtenida los cuales se

aprecian en color rojo.
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Figura 37. Electroferograma de la secuenciacion para la clona 3. En el electroferograma para la clona 3 de la

EHEJ"

region codificante de elF4FE, para la linea celular MDA-MB-231, se observa que la calidad del
electroferograma es buena, aunque se presenta un poco de ruido de fondo. Se pueden apreciar los picos que
dan una sefial para la base de T y otro pico que da sefial para la base de A en lugar de las bases

correspondientes G y C, respectivamente (recuadro rojo).

7.7 Analisis in silico para la proteina eIF4E
Después de realizar el analisis bioinformatico, a nivel nucleotidico de las secuencias
obtenidas, se analizaron a nivel de proteina, para ello se emplearon los programas ExPASy
(SIB Bioinformatics Resource Portal) y BLAST (blastx) de NCBI. Asi mismo, se utilizo el
programa UniProt, para analizar los dominios de la proteina y posibles mutaciones que

pudieran alterar la funcionalidad de la proteina (Tabla 10).

Para analizar las secuencias nucleotidicas a nivel proteico, se utilizo6 ExPASy translate que
permite la traduccion in silico de secuencias nucleotidicas a secuencias proteicas. Al
realizar la traduccion de las secuencias obtenidas, para las clonas 1 y 2 de e/F4E de la linea
celular de MCF-7, se encontr6 que, todos los &minoacidos que codifican para la secuencia
nucleotidica coinciden con la secuencia esperada, para la proteina de eIFAE (Homo sapiens)

(Figura 38).
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Para corroborar que la secuencia proteica no codificara para una proteina diferente a la de
elF4E (Homo sapiens), se empleo el algoritmo bioinformatico BLAST (blastx) que permite
realizar alineamientos a partir de una secuencia nucleotidica, contra su correspondiente
secuencia proteica. Los resultados muestran que tanto la clona 1 como la clona 2 presentan
un porcentaje de identidad y similitud del 100% , de los 217 aa que codifican para la
proteina elF4E (Homo sapiens), lo que indica la especificidad para la secuencia proteica

esperada a nivel in silico (Figura 39).

Tabla 10. Dominios de la proteina elF4E (Modificada de Consortium, 2015)

Dominio HPLQ 37 -40 4 Unioén EIF4EBP1/2/3
Dominio wQ 56 -57 2 Unidn cap 7-metilguanosina RNAm
Dominio WALYN 73 =77 5 Union EIF4EBP1/2/3
Dominio WE 102 - 103 2 Unidn cap 7-metilguanosina RNAm
Dominio ETLLCLIG | 132-139 8 Union EIF4AEBP1/2/3
Dominio RAKGDK 157 - 162 6 Unidn cap 7-metilguanosina RNAm
Dominio TKS 205 —207 3 Unidn cap 7-metilguanosina RNAm
Secuencia Kozak RA-tag oTfaEF

1 1 r . \
S - < t g ttccagat tacget HEGGGACEGEEEaREEgaaacC
A M G Y P Y DV P DY A M AT V E P E T
acccctactcctaatcccccgactacagaagaggagaaaacggaatctaatcaggaggtt
T p T P N P P T T E E E K T E S N Q E V
gctaacccagaacactatattaaacatcccctacagaacagatgggcactctggtttttt
AN P E H Y I K BHEEg ¥~ R WAL W F F
aaaaatgataaaagcaaaacttggcaagcaaacctgcggctgatctccaagtttgatact
K N D K s K T @@ A N~ L R L I S K F D T
gttgaagacttttgggctctgtacaaccatatccagttgtctagtaatttaatgcctggce
v E D F H I 0 L s S N L M P G
tgtgactactcactttttaaggatggtattgagcctatgtgggaagatgagaaaaacaaa



http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b37-40%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b56-57%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b73-77%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b102-103%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b132-139%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b157-162%5d&key=Region
http://www.uniprot.org/blast/?about=P06730%5b205-207%5d&key=Region
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ttttggctagagacacttctgtgccttattggagaatcttttgatgactacagtgatgat
F oW L ENMSNCINENNENE = S r D D Y S D D
gtatgtggcgctgttgttaatgttagagctaaaggtgataagatagcaatatggactact
v ¢ 6 A v v NV RGN 1 2~ I W T T
gaatgtgaaaacagagaagctgttacacatatagggagggtatacaaggaaaggttagga
E ¢C E N R E A V T H I G R V Y K E R L G
cttcctccaaagatagtgattggttatcagtcccacgcagacacagctactaagagcggce
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Figura 38. Secuencia traducida para las clonas 1 y 2. Se esquematiza la traduccion de la secuencia
nucleotidica obtenida mediante el programa ExPASy translate, para obtener la secuencia proteica . Se muestra
la secuencia Kozak (rosa), el epitopo artificial de Hemaglutinina (gris), los oligonucleétidos de e/F4E sentido
y antisentido (verde) y los dominios (azul) (ver tabla 10). Para estas clonas no se presenta ningin cambio a

nivel de proteina de acuerdo al analisis in silico.

eukaryotic translation initiation factor 4E isoform 1 [Homo sapiens]
Sequence ID: ref|NP 001959.1|Length: 217 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 217

Score Expect Identities Positives Gaps Frame
411 bits(1057) 4e-143 217/217(100%) 217/217(100%) 0/217 +1

Query 49 MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY IKHPLONRWALWEFKNDKSKTWQANL 228
MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY IKHPLONRWALWEEFKNDKSKTWQANL
Sbjct 1 MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY IKHPLONRWALWEFFKNDKSKTWQANL 60
Query 229 RLISKEDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLEFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ 408
RLISKFDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ
Sbjct 61 RLISKFDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ 120
Query 409 OQRRSDLDRFWLETLLCLIGESEFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG 588
QORRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG
Sbjct 121 QRRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG 180
Query 589 RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTKNREVV 699
RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTKNREVV
Sbjct 181 RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTKNREVV 217

Figura 39. Alineamiento con BLAST (blastx) para las clonas 1 y 2 de e/F4E. El alineamiento de las
secuencias obtenidas para las clonas 1 y 2, da como resultado un alineamiento especifico con la secuencia

esperada, para la proteina de eIF4E presentando una identidad del 100% en todos sus aminoacidos.

69

——
| —



El andlisis para la secuencia tedrica proteica de la clona 3 para e/F4E de la linea celular de
MDA-MB-231, con ExpASy translate mostré un cambio del aminodcido glicina por un
codon de paro para la proteina elF4E (Homo sapiens), dicho cambio no se encuentra

reportado en la base de datos COSMIC (Figura 40).

Para corroborar este cambio en la secuencia proteica, al igual que en las clonas 1 y 2 se
utiliz6 el logaritmo bioinformatico BLAST (blastx) los resultados muestran que la clona 3
presenta un porcentaje de identidad y similitud del 99% de los 217 aa que codifican para la
proteina eIF4E (Homo sapiens), lo que indica una falta en la especificidad para la secuencia

proteica esperada a nivel in silico (Figura 41).

SecUSHETEWRGEENN &~ i-teo eIF4E-F
r 1 1 [ . [ A 1
I - - o2 - ccagat tacqct HEGEEGEEEGEEERAEEE - - 2

A M G Y P Y DV P D Y A MA T V E P E T
acccctactcctaatcccecccgactacagaagaggagaaaacggaatctaatcaggaggtt
T p T P N P P T T E E E K T E S N Q E V
gctaacccagaacactatattaaacatcccctacagaacagatgggcactctggtttttt
A N P E H Y I K B @Eg¢ N~ R WAL W F F
aaaaatgataaaagcaaaacttggcaagcaaacctgcggctgatctccaagtttgatact
K N D K S K T @e ~ N 1L R L I S K F D T
gttgaagacttttgggctctgtacaaccatatccagttgtctagtaatttaatgcctgge
v E D F H I 0 L S S N L M P G
tgtgactactcactttttaaggatggtattgagcctatgtgggaagatgagaaaaacaaa
C DY S L F K DGTIEU®PMTIEME D E K N K
cggggaggacgatggctaattacattgaacaaacagcagagacgaagtgacctcgatcgce
R G G R WL I T L N K O O R R S D L D R
ttttggctagagacacttctgtgceccttattggagaatcttttgatgactacagtgatgat
F o L ENSMSNCINTINNE £ S F D D Y S D D
gtatgtggcgctgttgttaatgttagagctaaaggtgataagatagcaatatggactact
v c G a Vv vV NV RIEEEEEE 1 2 I W T T
gaatgtgaaaacagagaagctgttacacatatagggagggtatacaaggaaaggttagga
E C EN RE AV T H I G R V Y K E R L G
cttcctccaaagatagtgattggttatcagtcccacgcagacacagctactaagag

C|
LPPKIVIGYQSHADTA_I

LS T T K N RF V V, Codén paro

Figura 40. Secuencia traducida para la clona 3. Se incluye la traduccion de la secuencia nucleotidica obtenida
mediante el programa ExPASy translate, para obtener la secuencia proteica . Se muestra la secuencia Kozak
(rosa), el epitopo artificial de Hemaglutinina (gris), los oligonucledtidos de e/F4E sentido y antisentido
(verde) y sus dominios (azul). Para esta clona se codifica para un aminoacido diferente al de glicina dando

como resultado la codificacion para el codon de terminacion de acuerdo al analisis in silico (rojo).
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eukaryotic translation initiation factor 4E isoform 1 [Homo sapiens]
Sequence ID: gi|4503535|ref|NP_001959.1| Length: 217 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 217

Alignment statistics for match #1
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

383 bits (984) 4e-132 Compositional matrix adjust. 216/217(99%) 216/217(99%) 0/217(0%) +1

Query 40 MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY IKHPLONRWALWEFKNDKSKTWQANL 219
MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY TIKHPLONRWALWEFKNDKSKTWQANL
Sbjct 1 MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHY IKHPLONRWALWEFKNDKSKTWQANL 60
Query 220 RLISKEFDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ 399
RLISKFDTVEDEFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ
Sbjct 61 RLISKFDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQ 120
Query 400 OQRRSDLDREFWLETLLCLIGESEFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG 579
QRRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG
Sbjct 121 QRRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCGAVVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIG 180
Query 580 RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKS*STTTNREVV 690
RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSISTTKNRFVV
Sbjct 181 RVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTKNRFVV 217

Figura 41. Alineamiento con BLAST (blastx) para las clona 3 de e/F4E. Se esquematiza el alineamiento
realizado para la secuencia de la clona 3, el cual da como resultado una similitud del 99% para la proteina de

elF4E debido a la presencia de un codén de paro (rojo).

Después de obtener las secuencias proteicas teoricas, para cada una de las clonas obtenidas
para elF4E, se calcularon algunos parametros fisicoquimicos a nivel in silico, empleando el
programa ProtParam de ExPASy, dichos pardmetros resultan importantes para la
realizacion de estudios posteriores. Ademas del calculo de estos parametros para las
secuencias obtenidas, también se realizo el calculo para la secuencia esperada a fin de

compararlos.

Al comparar los parametros fisicoquimicos obtenidos para la secuencia proteica esperada
con los de las secuencias obtenidas, todos los pardmetros para las clonas 1 y 2, son
correspondientes con los pardmetros para la secuencia esperada. Sin embargo para la clona
3, se presenta un menor numero de aminoacidos, con respecto a la secuencia esperada ya
que encuentr6 un codon de prematuro de terminacion. Debido a ello, el peso molecular y el
pl tedrico, son paramétros que, tambien se encuentran disminuidos en la secuencia proteica

obtenida, con respecto a la esperada (Tabla 11).
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Tabla 11 . Caracteristicas de las secuencias traducidas obtenidas contra la esperada.

Numero de aminoacidos 229 229 219
Peso molecular 26.440 kDa 26.440 kDa 25.350 kDa
pl Tedrico 5.47 5.47 5.21
Numero total residuos
cargados negativamente 34 34 34
(Asp +Glu)
Numero total residuos
cargados positivamente 28 28 26
(Arg+ Lys)
Presencia de mutaciones No No Si




8. DISCUSION

El cancer corresponde a un grupo de enfermedades de importancia mundial y a pesar de
valiosos esfuerzos de investigacion sus las tasas de incidencia y mortalidad han ido en
aumento en los ultimos afos. Los informes a nivel mundial sobre el cancer, indican que la
prevencion primaria, la deteccidon temprana, el tratamiento y los cuidados paliativos pueden
disminuir la incidencia y mortalidad, asi como mejorar la calidad de vida de los pacientes
con cancer (Parkin et al., 2001). Actualmente una nueva opcion terapéutica contra el cancer
que se encuentra en estudio es la denominada terapia molecular dirigida, un tipo de terapia
médica personalizada disefiada para tratar el cancer a partir del estudio de nuevos blancos
moleculares especificos, que presentan alteraciones a nivel celular y molecular en el

desarrollo del cancer (Sawyers, 2004).

Dentro de los diferentes tipos de cancer, el cancer de mama tiene la mayor tasa de
incidencia y mortalidad en la poblacion femenina (GLOBOCAN, 2012). Entre sus subtipos
esta el denominado cancer de mama triple negativo, que presenta una mayor agresividad y
recurrencia y para el cual ain no existen tratamientos efectivos (Bartsch et al., 2010). En
los ultimos afos, la descripcion de los subtipos moleculares de cancer de mama, junto con
la identificacion de las diversas alteraciones genéticas y las vias de sefializacion implicadas,
han llevado al estudio de nuevas terapias moleculares dirigidas (Higgins & Baselga, 2011).
Una de estas estrategias terapéuticas se centra en el estudio del gen elF4E, el cual se
encuentra sobreexpresado en el cancer de mama y en especifico en el cancer de mama triple
negativo, por lo que las investigaciones realizadas van dirigidas a reprimir o disminuir sus
niveles de expresion. Sin embargo, ain no existen estudios concluyentes ya que los
mecanismos por los cuales, este gen le confiere a las células la capacidad para el desarrollo

de propiedades tumorales, no se ha descrito (Pettersson et al., 2011)

En el presente estudio se realizé la clonacion del transcrito maduro que codifica para el gen
elF4E, a partir de las lineas celulares humanas de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231, a fin de obtener materiales biologicos caracterizados para realizar estudios posteriores.
La clonacién es una técnica de DNA recombinante en la que los cDNA o fragmentos de

DNA gendémico de una secuencia especificas se insertan en un vector de clonacion, los
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cuales se introducen en células hospederas (generalmente células de E. Coli) y se
mantienen durante su duplicacion. Esta técnica confiere la ventaja de desarrollar un gran
niumero de moléculas de DNA idénticas, que incluyen la secuencia de interés ligada al
vector, por lo que con este método cualquier gen puede ser aislado y purificado (Lodish,

2004).

Para llevar a cabo la clonacion de la region codificante del gen e/F4E fue necesario disefiar
oligonucledtidos especificos empleando herramientas bioinformdticas que permitieran la
amplificacion de toda la region codificante del gen especificamente para el genoma
humano. La amplificacion limitada a la region codificante permitiré realizar analisis a nivel
de RNAm y proteico en estudios posteriores del gen elF4E. Para ello se realizd la
construccion de la proteina de fusion, anadiendo una secuencia consenso Kozak en el
extremo 5’-terminal del oligonucleotido forward (sentido) para la region codificante de
elF4E. Dicha secuencia aumenta la eficiencia de la iniciaciéon de la traduccion y su
secuencia de nucledtidos es (GCC)GCCRCCATGG, donde R es una purina (adenina o
guanina) y se presenta con alta frecuencia en los genes de vertebrados. Estudios funcionales
sobre la traduccion en células indicaron que una purina en la posicion -3 es crucial para la
iniciaciéon eficaz de la traduccion, asi como la presencia de una G en la posicion +4
(inmediatamente después del codon ATG); esto debido a que cuando una pirimidina
sustituye a la purina en la posicion -3, la traduccion se vuelve mas sensible a los cambios
en las posiciones -1, -2 y +4, lo que afecta la eficiencia de la traduccion, ya que los niveles
de expresion se pueden reducir hasta el 95% cuando la posicion -3 se cambia de una purina
a pirimidina. La posicion +4 tiene menos influencia en los niveles de expresion donde se ve
reduccion de aproximadamente el 50% (Kozak, 1978; Kozak, 2002). Esta secuencia de
RNAm es reconocida por el ribosoma como el sitio de inicio de la traduccion, en el que se
produce una proteina de acuerdo a la plantilla de codificacion del gen transportado en esa
molécula de RNAm (Nakagawa et al., 2008). De la misma manera se afadi6 una secuencia
del epitopo artificial de HA (hemaglutinina) del virus de influenza, una secuencia peptidica
corta ausente en las células humanas, también en el extremo 5’-terminal del oligonucle6tido
forward (sentido) para la region codificante de e/F4E. Esta adicion se realizd para facilitar
los andlisis de deteccion a nivel proteico, utilizando anticuerpos para estudiar sus

propiedades bioquimicas, asi como su la purificacion. Debido a que el epitopo HA no se
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encuentra en las células humana, su empleo permitira identificar la proteina HA-eIF4E de

elFF4E endogeno.

Asi mismo se realiz6 un analisis in silico con el programa PriDimer Check, para comprobar
corroborar que entre los pares de oligonucleotidos disefiados no se presentara inter-
complementariedad e incompatibilidad de los oligonucledtidos. Los pares de
oligonucledtidos para elF4E' y GAPDH mostraron una valor de AG°=0. El valor de AG®,
representa la cantidad de energia necesaria para romper completamente una estructura de
DNA secundaria, por lo que a valores mas negativos, mayor serd la cantidad de energia
necesaria para separar las hebras de DNA, si se forma una estructura secundaria. Esto
resulta un factor importante en la reaccion de PCR, debido a que, la energia esta dada por la
temperatura, por lo que a valores mas negativos de AG°, mayor sera la cantidad de energia
necesaria para romper el dimero o lo que es lo mismo, se necesitan temperaturas mas altas
para separar los dimeros de oligonucle6tidos, reduciendo la eficiencia de la reaccion (Shen

et al., 2010).

En términos generales, los valores de AG® mas positivos que -7 kcal/mol son aceptables. En
este caso el valor obtenido para ambos pares de oligonucledtidos es de cero, por lo que
dicho wvalor indica que los oligonucledétidos no presentan ningun tipo inter-

complementariedad.

Adicionalmente, el analisis realizado a nivel in silico corrobord que los oligonucledtidos
disefiados eran especificos para el transcrito maduro de la isoforma 1 que codifica para el
gen elF'4E humano, ya que solo se presenta un producto para el transcrito esperado y no
para los otros transcritos alternativos las variantes 2 y 3, para las cuales no existen estudios
acerca de su expresion a nivel de RNAm o a nivel de proteina (Borden et al., 2011). Dicho
analisis se confirm6 con la amplificacion de e/F4E mediante la técnica de RT-PCR,
empleando la variante de PCR-Touchdown ya que esta técnica permite una mayor
especificidad del producto esperado. El resultado del empleo de esta técnica y los
oligonucledtidos especificos resultd en la amplificacion de los productos esperados, en cada
una de las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, presentando una
sola banda del tamano esperado de 651 pb, perteneciente a la isoforma 1, lo que confirma

que los oligonucleodtidos disefiados no amplifican para ningun otro transcrito alternativo, ni
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para otros productos inespecificos ya que se presenta una Unica banda, por lo que dichos

productos son especificos para la region codificante de e/F4E (Figura 25).

Una vez obtenidos los productos de amplificacion especificos para el transcrito maduro que
codifica para el gen elF4E, se realizo la reaccion de clonacion que confiere la ventaja de
producir multiples moléculas de DNA con la secuencia de interés. La generacion del
plasmido recombinante e/F4E-pcDNA3.1, se realizdo mediante la ligacion en el vector de
expresion pcDNA 3.1/ V5-His TOPO, el cual contiene un promotor de CMV
(citomegalovirus) que permite una eficiente y elevada expresion de la proteina
recombinante, asi como un sitio de clonacion TOPO propiamente, que permite ligar el

producto directamente de la PCR (Ver Anexo 2).

Posteriormente, se realizd la transformacién en células competentes de E.coli con los
productos de la ligacion. El vector empleado presenta un origen de replicacion del plasmido
pUC, lo que le permite una alta tasa de del plasmido en células de E. Coli. La expresion de
genes en E. coli ofrece un sistema conveniente para producir grandes cantidades de
proteinas recombinantes que de otro forma pueden ser dificiles de aislar a partir de células

y tejidos.

El fendmeno de la transformacion permite introducir vectores plasmidicos para ser
expresados por células de E. coli, para ello el vector plasmidico empleado debe contener un
gen seleccionable, mas cominmente un gen de resistencia a farmacos, el cual codifica una
enzima que inactiva un antibiotico especifico. El vector utilizado para la reaccion de
clonacion, presenta el gen de resistencia a ampicilina (ampr) que codifica B-lactamasa,
inactivando el antibidtico ampicilina. Después de que los vectores plasmidicos se
introducen en células competentes de E. coli, las células que llevan el plasmido pueden ser
facilmente seleccionadas de las otras células que no contienen el plasmido por su cultivo en

un medio que contiene ampicilina (Griffiths et al., 1999).

La transformacion se realiz6 en células competentes, las incluidas en el kit pcDNA 3.1/ V5-
His TOPO, eran las células TOP10 con una eficiencia de transformacion de 1 x 10° cfu/ug
DNA plasmidico, por lo que son ideales para la clonacién de alta eficiencia y la

propagacion del plasmido. Sin embargo, al emplear estas células en diversos ensayos de
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transformacion, no se obtuvieron colonias, lo que se atribuye a una pérdida de la
competencia debido a la temperatura, por un inadecuado transporte durante el envio de las
mismas. Por lo que las células empleadas para llevar a cabo la transformacion fueron, las
células DH5a de E.coli, que reportan una eficiencia de 1 x 10° cfu/ug DNA plasmidico.
Cabe destacar que dichas células no fueron adquiridas de manera comercial, sino que
fueron preparadas de manera convencional, lo que puede reducir la eficiencia. La obtencion
de muy pocas clonas durante la transformacion sugiere que las células DHS5a que se
emplearon tenian una baja eficiencia. Sin embargo, como se describe mas adelante, no
obstante que el numero de clonas positivas fue bajo, fue posible obtener dos clonas con la

secuencia codificante completa de e/F4E.

Para determinar la presencia del inserto recombinante y su orientacion, se empleo el
método de PCR de colonia, para lo que se utilizaron los oligonucledtidos que flanquean la
los sitios de insercion de la secuencia de interés en el vector de expresion, el
oligonucledtido del promotor T7 y el de BGH. Asimismo se empled el oligonucledtido
especifico antisentido de la region codificante del gen e/F4E. El uso de oligonucléotidos
especificos proporciona informacion acerca de la especificidad y el tamano del inserto,
mientas que el uso de cebadores especificos del vector permite la deteccion de multiples
construcciones simultdneamente. Por lo que en la amplificacion de PCR se utilizaron
oligonucledtidos especificos de la region codificante del gen con oligos especificos del
vector. Se encontrd que, al usar el oligonucleotido especifico sentido EIF4E-F, las clonas
con la orientacion correcta amplificaban s6lo con el cebador T7 y las clonas con orientacion
incorrecta solo amplificaban con el cebador de BGH. Con este método se encontraron 3

clonas en la orientacion correcta, 2 para la linea celular de MCF-7 y una para la linea

celular de MDA-MB-231 (Figura 28).

La confirmacion de la orientacion de las clonas obtenidas, asi como la identificacién de
mutaciones presentes, se realizd empleando el método de Secuenciacion tipo Sanger, ya
que el objetivo principal en el andlisis genético de un gen, es determinar la secuencia de sus
nucledtidos. Este tipo de secuenciacion es el método de secuenciacion estandar de oro, ya
que genera datos de secuenciacion fiables de alta precision (Passarge, 2009). Los analisis

de las secuencias a nivel nucledtido mostraron que para las clonas 1 y 2 no se presentan
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cambios en sus secuencias nucleotidicas al comparar con la secuencia de referencia de
elFF4E, mientras que para la clona 3 se presentan dos cambios de base, el de una guanina
por una timina en la posicion 1245 y otro cambio de citosina por adenina en la posicion
1247. Este tipo de mutaciones por cambios de base de nucledtidos se conocen como
transversiones, ya que se presenta un cambio de base de una purina (G) por una
pirimidina(T) y el cambio de una pirimidina(C) por una purina(A) (Pierce, 2009). La
presencia de estas mutaciones en las secuencias obtenidas no se encuentran reportadas para
el gen elF4E en las posiciones encontradas, para las lineas celulares de cancer de mama
humano MCF-7 y MDA-MB-231, de acuerdo con la base de datos COSMIC (Forbes et al.,
2008). Por lo que los resultados encontrados para las secuencias obtenidas de la clona 3, se
atribuyen a una menor fidelidad de la Taq polimerasa, ya que ésta carece de actividad de
exonucleasa presentando una tasa de error de aproximadamente 1 error por 2.2 x 10°

nucleotidos incorporados (Mclnerney et al., 2014)

Los cambios presentados a nivel nucleotidico pueden repercutir a nivel proteico. En el caso
de las secuencias obtenidas para cada una de las clonas a nivel de proteina se encontré que
las clonas 1 y 2 no presentaron ningiin cambio a nivel de aminoécido. Al corroborar los
resultados empleando el algoritmo informatico Blastx se encontré que las secuencias
obtenidas para estas clonas corresponden a la proteina eIF4E, ya que presentan una
identidad del 100% en todos los aminoacidos, ademas el analisis de los dominios

empleando la base de datos UniProt, demostrd que no existe alteracion en ninguno de ellos.

Sin embargo, el cambio a nivel nucleotidico presentado en la clona 3, da lugar a la
codificacion de un codon de paro prematuro en lugar de una glicina. Este cambio se conoce
como mutacion sin sentido o de paro, una mutacion puntual que da como resultado una
proteina acortada, puesto que la traduccion no progresa mas alla del punto donde ocurrio6 la
mutacion, por lo que puede perderse la funcionalidad de la proteina, a pesar de que ninguno

de los dominios se vio afectado (Lewin et al., 2014) .

Asi mismo, se realizO un andlisis de las secuencias proteicas tedricas obtenidas,
determinando algunos pardmetros fisicoquimicos in silico y se compararon con los
parametros para la secuencia esperada, los cuales fueron iguales a la secuencia esperada

para las clonas 1 y 2. No obstante para la clona 3, el nimero de aminoacidos fue menor
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debido a la presencia del codon de terminacidn, el peso molecular también disminuye con
una diferencia de 1.09 kDa, de la misma manera el pl tedrico también fue menor con una

diferencia de 0.26.

En conjunto los analisis realizados indican que, para las clonas 1 y 2 no existe ninguna
alteracion en las propiedades de la proteina resultante, es decir la funcionalidad de la
proteina no se ve afectada. Sin embargo los andlisis para la clona 3 indican que la proteina
esperada estaria incompleta. Pese a ello es necesario realizar estudios posteriores para

corroborar la funcionalidad de las proteinas resultantes de las clonas obtenidas.
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9. CONCLUSIONES

El diseno de oligonucledtidos especificos, permitié la correcta amplificacion de los
productos para la region codificante de elF4E, a partir de las lineas celulares
humanas de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

Se ligaron los productos PCR de la region codificante del gen e/F4E en el vector de
expresion, para la obtencion del plasmido recombinante pcDNA-elF4E.

Mediante la transformacién quimica en células competentes de E.coli, se obtuvieron
varias clonas con el plasmido recombinante.

El tamizaje de las clonas mediante PCR de colonia permiti6 establecer que 3 de las
clonas, presentaban en la orientacion apropiada el inserto de interés.

El analisis de la secuenciacion tipo Sanger, corrobor6 la orientacion de las clonas
obtenidas y permiti6 el andlisis de la presencia de mutaciones en las mismas.

Todas las clonas secuenciadas presentaron las secuencias del epitopo HA y Kozak.
La secuencia para una de las clonas obtenidas, presentd dos cambios de nucleotido;
uno de ellos dando lugar a la presencia de un codén de terminacion.

Se obtuvieron dos clonas con 100% de identidad a nivel de nucleoétidos, con la
orientacion y el marco de lectura correctos.

Las clonas 1 y 2 presentan las caracteristicas necesarias para ser usadas como
reactivo biologico en futuros estudios a nivel bioquimico, celular y molecular en el
cancer de mama.
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11.ANEXOS

ANEXO 1. Reactivos, cepas y lineas celulares

Microorganismos

Cepa de Escherichia coli para clonacion DH5a. Genotipo: F— ®80lacZAMI15 A (lacZY A-
argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 h— thi-1 gyrA96 relAl.

Lineas celulares y mantenimiento

MCEF-7, linea celular de cancer de mama ER (+), de glandula mamaria resultante del lugar
de la metastasis: derrame pleural. Proveniente, de una mujer caucdsica de 69 afios edad. Las
células se crecieron en medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino y 0.01

mg/ml insulina bovina, mantenidas a 37°C en una atmosfera himeda con 5% CO,,

MDA-MB-231, linea celular de cancer de mama triple negativo, de glandula mamaria
resultante del lugar de la metastasis: derrame pleural. Proveniente, de una mujer caucasica
de 51 anos de edad. Las células se crecieron en medio L-15(Leibovitz), suplementado con

10% suero fetal bovino, mantenidas a 37°C en una atmosfera hiimeda sin CO,.
Medio LB (Luria-Bertani)

Medio nutritivo para el mantenimiento y crecimiento de cepas recombinantes de FE.coli. Se
disuelven 10 g triptona (peptona de caseina), 5g extracto de levadura y 10 g NaCl en 950 ml de
agua desionizada. Ajustando el pH a 7.0 con NaOH y llevando a un volumen final de 1L. Para el

medio sélido, se afiaden 15g/L agar. Esterilizando en autoclave 20 minutos a 15 psi.
Para la seleccion de transformantes se afiadieron a los medios ampicilina (50 pg/ml).
Buffer TAE 50X

Se pesan 242 g de Tris Base y se disuelven en 800 mL agua destilada se afiaden 57.1 mL de
acido acético glacial y 100 mL 0.5 M EDTA (pH=8), ajustando la soluciéon a un volumen
final de 1L.
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ANEXO 2. Vector de expresion

Vector de expresion

El vector pcDNA 3.1/ V5-His TOPO, es un vector altamente eficiente para la insercion de
productos de PCR en un solo paso. Tiene un promotor de CMV (Citomegalovirus), para
niveles elevados de expresion. Un epitopo de V5 en la porcion C-terminal, para la
deteccion eficiente de proteinas recombinantes y una secuencia de polihistidina (6xHis) en

la porcion C-terminal.

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

3’end of CMV promoter
CAAT TATA Y Putative franscriptional start

761 CCCATTGACG CAAATCGGCG GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA

T7 promoter/priming site Hind Il Kp{'r | BanﬁH I
T 1 |
841 CTGCTTACTG GCTTATCGAR ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GUTGGCTAGT TAAGCTTGET ACCGAGCTCG

B.SDI(I ECDFV BstX | Nolrl
1
921 GATCCACTAG TCCAGTGTGGE TGGAATTGCC CTAG GGC AAT TCT GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC
ACCTTAACGG GAELN Prodect TTC CCG TTA AGT
Lys Gly Asn Ser Ala Asp Ile Gln His Ser Gly
Xhol Xba | Drall Apal Sacll BsBI V5 epitope

| 1 | | | | T
987 GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG CGG TTC GRA GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC
Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu
Agel Polyhistidine region Pmel BGH Reverse

P | T | | S —
1063 GAT TCT ARCG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTAAACCC GCTGATCARGC CTCGACTGTG
Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His **%

priming site
|
1122 CCTTCTAGTT GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCTGGAR GGTGCCACTC CCACTGTCCT

BGH polyadenylation signal
 ———
1202 TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA TTGTCTGAGT AGGTGTCATT CTATTICTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGAC
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Mapa y sitios de restriccion del vector de expresion pcDNA 3.1/ V5-His TOPO

(Invitrogen).

Topoisomerase

=

/0/

%

CCCTT PAAGGG
SGGA RN PCR Product rCee

HO |

ol

Topoisomerase

Esquema de la reaccion de ligacion de los productos de PCR en el vector de expresion.
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