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RESUMEN

El cancer de mama (CM) es el cancer con mayor incidencia y mortalidad en las mujeres. En México,
esta neoplasia es la mas diagnosticada y es la principal causa de muerte por cancer entre las
mujeres. Inmunohistoquimicamente, el CM se clasifica con base al estatus de ER, PR y HER2. Los
tumores negativos para estos tres marcadores se denominan triples negativos. EI CMTN representa
el 15-20% de todos los tumores de mama, ocurre comunmente en mujeres jovenes y en mujeres de
origen africano o hispano, ademas de ser el subtipo mas agresivo con el prondstico mas grave. Los
pacientes con CMTN tienen el porcentaje mas alto de reincidencia local temprana, especialmente entre
el primer y tercer afio después del diagnéstico, y la mayoria de las muertes ocurren en los primeros 5
afnos, después de la terapia. La metastasis de estos tumores tiende a ser mas agresiva comparada
con otros subtipos. Molecularmente, esta enfermedad es muy heterogénea y las alteraciones en la
expresion de microRNAs (miRNAs) contribuyen de manera importante en la patogénesis de este tipo
de cancer. Los miRNAs son pequefios RNAs no codificantes de 18-22 nucleétidos de longitud, que
regulan la expresion génica postranscripcionalmente mediante la union a su respectivos mRNAs
blancos, ocasionando represién traduccional o degradacién de estos. Se ha demostrado que los genes
que codifican para esta clase de RNAs se encuentran en regiones fragiles del genoma, susceptibles a
alteraciones. Los miRNAs pueden actuar como genes supresores o0 como oncogenes, dependiendo del
tejido tumoral donde se expresen. Su relevancia como blancos moleculares para terapias o como
biomarcadores de uso clinico ha sido demostrada. En un estudio realizado por Vaca y colaboradores,
miR-1305 fue identificado como uno de los MIRNAs mas sobreexpresados en pacientes mexicanas
con CMTN. En el presente estudio se llevo a cabo la transfeccién de miR-1305 en la linea celular de
CMTN MDA-MB-231, con el objetivo de evaluar su efecto en procesos oncogénicos como la
proliferacion y migracion, mediante la realizacién del ensayo de MTT y el ensayo de la herida
respectivamente. Los resultados indicaron que miR-1305 no tuvo efecto en ninguna de estos dos

procesos.
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I. INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer es una enfermedad caracterizada por la expresion anormal del genoma, resultado de
alteraciones en genes supresores de tumores y protooncogenes, adquiridas durante una progresion
cronica de eventos, a través de la cual una célula normal desarrolla capacidades para evadir los
circuitos regulatorios que dirigen la proliferacion celular normal y la homeostasis. Los trastornos
moleculares y de transduccion de sefiales que conducen a la tumorigénesis implican la autosuficiencia
en senales de crecimiento, insensibilidad a sefales inhibidoras de crecimiento, evasion de la
apoptosis, potencial de replicacién ilimitado, angiogénesis sostenida, invasion tisular y metastasis.
Estos procesos moleculares actuan en conjunto y permiten que las células cancerigenas proliferen de
manera incontrolada, generando conglomerados de células malignas (tumores), que invaden el tejido
sano circundante y diseminan células a través de la circulacion linfatica o sanguinea a sitios distantes
del cuerpo donde establecen tumores secundarios (metastasis). Hay mas de 100 tipos distintos de

canceres, y subtipos de tumores se pueden encontrar en érganos especificos (Hanahan et al, 2000).

De acuerdo con la informacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por
sus siglas en inglés), a nivel mundial el cancer figura entre las principales causas de morbilidad y
mortalidad, con un estimado de 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes en 2012. Los
tumores de pulmoén, mama, colorectal y de préstata sobrepasan el 40% de todos los canceres
diagnosticados y mas de la mitad de todos los decesos por cancer al aino se deben a cancer de
pulmén, de estomago, de higado, colorectal y de mama. Este ultimo ocupa el segundo lugar en
incidencia y el quinto en mortalidad para ambos sexos (GLOBOCAN.iarc. 2012) (Figura 1).
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porcentaje del numero de casos totales durante el afio 2012. Basada en GLOBOCAN.iarc.fr



2. Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es el cancer mas frecuentemente diagnosticado entre las mujeres, con un
estimado de 1, 676,633 millones de nuevos casos (25.2 % de todos los canceres) y es la principal
causa de muerte por cancer en las mujeres tanto en paises econémicamente desarrollados como en
vias de desarrollo, con cifras de 521, 907 decesos anuales (14.7 % de todos los canceres). Asimismo,
en nuestro pais, este padecimiento ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad de las neoplasias
malignas que afectan a las mujeres, con un numero de 20,444 diagnosticos nuevos (24.8 % de los
casos totales) y 5,680 muertes al afo (14.2 % de los casos totales) respectivamente
(GLOBOCAN.iarc. 2014) (Figura 2).

Actualmente los factores de riesgo (acontecimientos que incrementan la probabilidad de contraer una
enfermedad) mas reconocidos para el desarrollo del CM son de caracter biologico, factores
relacionados con el estilo de vida o atribuidos a la aplicacion de algun tipo de terapia. A continuacion

se menciona cada uno de estos:

— Sexo femenino. Los hombres pueden llegar a padecer CM, pero esta enfermedad es

aproximadamente 100 veces mas comun entre las mujeres que en los hombres.

— Envejecimiento. El riesgo de adquirir CM aumenta con la edad y existen tendencias en cuanto a
la edad y el estado del ER. La incidencia del CM ER-positivo incrementa con la edad,
contrastando con la del CM ER-negativo, la cual aumenta hasta los 50 afios, pero después
permanece constante. Por lo tanto, las mujeres posmenopdusicas son mas propensas a

desarrollar tumores ER-positivos.

— Edad de la menarquia. Las mujeres que han tenido mas ciclos menstruales debido a que
presentaron la menarquia (primera menstruacion) a temprana edad (antes de los 12 anos) y/o
que experimentaron tarde la menopausia (después de los 55 afos) tienen un riesgo
ligeramente mayor de contraer cancer de seno. Esto podria deberse a una exposicion mas

prolongada a las hormonas estrégeno y progesterona durante la vida.

— Edad al primer embarazo. Las mujeres que no han tenido hijos o que tuvieron su primer parto
después de los 35 tienen en general un riesgo ligeramente mayor de padecer cancer de seno.
Los embarazos multiples y quedar embarazada cuando la mujer es joven reducen el riesgo del

cancer de seno en general. Esta condicion se aplica en particular a los CM ER-positivos y para



las mujeres que son diagnosticadas después de la menopausia. Para cierto tipo de cancer de

seno conocido como triple negativo, el embarazo parece aumentar el riesgo.

Lactancia. Algunos estudios sugieren que la lactancia podria disminuir ligeramente el riesgo de
cancer de seno, especialmente si se prolonga por 1 a 2 anos. Sin embargo, los resultados han
sido inconsistentes, especialmente en paises occidentales, donde la lactancia por un periodo
tan prolongado como éste no es comun. En contraste, la reducciéon del riesgo se ha
demostrado en paises no occidentales. En China, las mujeres que alimentaron con leche
materna durante un total de 10 afios o0 mas tuvieron una reduccion del riesgo del 64%. Un
analisis agrupado a gran escala demostré una reduccién del riesgo relativo de 4.3% por cada
12 meses de lactancia materna. Una explicacion para esto puede ser que la lactancia reduce el
numero total de ciclos menstruales en la vida de una mujer (similar a comenzar los periodos

menstruales a una edad mayor o experimentar la menopausia temprano).

Anticonceptivos hormonales. El uso de anticonceptivos que contengan hormonas (estrégeno y
progestina) se asocia con un ligero incremento de riesgo (24%) de adquirir CM que aquellas
mujeres que nunca los han usado. El riesgo parece disminuir a lo normal con el paso del
tiempo una vez se dejan de tomar las pastillas anticonceptivas. Las mujeres que dejaron de
usar los anticonceptivos orales hace mas de 10 afios no parecen tener aumento del riesgo de

padecer CM.

Terapia de restitucion hormonal. La aplicacion actual o reciente de terapia hormonal con
estrogeno (a menudo combinada con progesterona) ha sido usada para ayudar a aliviar los
sintomas de la menopausia y para prevenir la osteoporosis (adelgazamiento de los huesos).
Este tratamiento es conocido con distintos nombres como terapia hormonal

postmenopausica, terapia de restitucion hormonal y terapia hormonal menopausica.



Lesiones benignas del seno. Tener un historial personal de lesiones benignas de la mama
puede estar asociado con un mayor riesgo de cancer de mama posterior en funcién de la
histologia. Las lesiones no proliferativas, como quiste simple o fibroadenoma, no parecen
afectar el riesgo de cancer de seno y de hacerlo, es en muy poca extensién (riesgo relativo
1.3). Las lesiones proliferativas de mama sin atipia (adenosis, papiloma intraductal, cicatriz
radical) conllevan un riesgo relativo de 1,3 a 1,9. Las lesiones proliferativas de mama asociado
con atipia (ductal atipica o hiperplasia lobular) se considera de alto riesgo y se asocia con un
riesgo 4.3 veces mayor. La hiperplasia lobular confiere un riesgo mayor que el ductal. Las
lesiones proliferativas con atipia (hiperplasia ductal atipica (HDA) e hiperplasia lobular atipica
(HLA)) tienen un efecto mayor en el riesgo de CM, aumentando el riesgo normal de 32 a 5
veces. Las mujeres con un antecedente familiar de cancer de seno y con hiperplasia o

hiperplasia atipica tienen un riesgo aun mayor de padecer cancer de seno (Ban et al, 2014).

Genéticos. Alrededor del 5 al 10 % de los casos de CM son hereditarios, lo que significa que
se originan de mutaciones en genes de susceptibilidad relevante como BRCAL1 y BRCA2, que
son heredadas en un patron autosémico dominante. Estos genes poseen diferente grado de
penetrancia (la frecuencia con la que un caracter es expresado) y de acuerdo a esto se dividen
en genes de alta penetrancia, que contribuyen al 25% de todos los casos de CM hereditario;
genes de penetrancia intermedia, que cuentan para el 5% de riesgo de CM familiar; y genes
de baja penetrancia, que también cuentan para el 5% de riesgo de este cancer (ver

caracteristicas moleculares del CM) (Schwab et al, 2012).

Exposicién a radiacion. Las mujeres que recibieron radiaciéon en el térax como tratamiento
contra otro cancer (como linfoma) tienen un riesgo significativamente mayor de padecer CM.
Esto varia con la edad de la paciente al momento de recibir la radiacion. El riesgo de padecer
un cancer de seno debido a radiacién administrada al toérax es mayor si la radiacidon se recibio
durante la adolescencia, cuando los senos aun estan en desarrollo. La radioterapia después de

los 40 anos no parece aumentar el riesgo de padecer cancer de seno.

Alcohol y tabaco. El consumo de bebidas alcohdlicas esta claramente asociado a un aumento
en el riesgo de padecer CM. El riesgo se incrementa con la cantidad de alcohol consumido. En

comparacion con las mujeres que no ingieren alcohol, las que consumen una bebida alcohdlica



diaria tienen un aumento muy ligero en el riesgo. Aquéllas que toman de 3 a 4 bebidas al dia
tienen alrededor de 32% mas riesgo que las mujeres que no toman alcohol. También se sabe
gue el consumo excesivo de bebidas que contienen alcohol incrementa el riesgo de desarrollar
otros tipos de cancer. La relaciéon entre el consumo de tabaco y el CM es incierta. Algunos
estudios sugieren que fumar aumenta el riesgo de CM, especialmente cuando se inicia el
consumo a temprana edad y con un alto y prolongado uso. Desafortunadamente, ha sido dificil
separar el efecto del consumo del alcohol con el del consumo de tabaco en el desarrollo del
CM.

Dieta. Muchos estudios han analizado la relacién entre los habitos alimenticios y el riesgo de
CM, pero hasta el momento los resultados han sido contradictorios. Algunos estudios han
indicado que la alimentacion desempefa un papel en el riesgo, mientras que otros no han
encontrado evidencia que demuestre que la alimentacion esté implicada en el riesgo de este
cancer. Es necesario realizar mas investigaciones para entender el efecto de los alimentos
consumidos sobre el riesgo de CM. Sin embargo, se ha demostrado que las calorias son un
factor que cuenta. Los alimentos con altos contenidos de grasa pueden causar obesidad o

sobrepeso, lo que es un factor de riesgo para el cancer de seno.

Obesidad. El efecto de la obesidad sobre el riesgo del CM ha sido bien estudiado y depende
de la menopausia. Un indice de masa corporal elevada tiene efectos protectores significativos
antes de la menopausia, pero tiene una correlacion positiva con el riesgo de CM después de la
menopausia. Mujeres premenopausicas obesas tienen la mitad de probabilidades de
desarrollar CM en comparacion con las mujeres con peso normal, mientras que las mujeres

obesas posmenopausicas son 25% mas propensas a desarrollar este tipo de cancer.

Actividad fisica. Numerosos estudios sugieren que la actividad fisica, particularmente en la
edad adulta, disminuye el riesgo de desarrollar CM. Entre los estudios observacionales y de
casos-controles, los informes de este efecto variaron considerablemente, del 10% a 50% de
reduccion de riesgo con actividad fisica de regular a vigorosa. Analisis de estudios prospectivos
sugieren un efecto mas modesto, con un riesgo relativo de 10% a 12% para las mujeres que
participan en la actividad fisica regular. El efecto es dosis-dependiente y el beneficio es mayor
para las mujeres premenopausicas con peso normal y asociadas con cancer ER/PR negativo
(Ban et al, 2014).
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El cancer de mama es la neoplasia maligna que se origina en las células epiteliales de la glandula
mamaria. Su tumorigénesis involucra la sefializacion aberrante que afecta los procesos de proliferacion
y diferenciacién en las células madre mamarias, dando asi lugar a la variedad de carcinomas de mama
(Pasqualini 2008).

Las glandulas mamarias son 6rganos distintivos de los mamiferos que poseen una estructura dinamica
que varia con la edad, ciclo menstrual y estado reproductivo de la hembra; y cuya funcion es la
produccién de leche. Cada glandula mamaria, o mama, estd compuesta sobre todo por glandulas
tubuloalveolares ramificadas dentro de un estroma de tejido conjuntivo denso abundante y cantidades
variables de tejido adiposo. Cada glandula mamaria contiene de 15 a 20 Iébulos, cada Iébulo contiene
una serie de conductos ramificados que desembocan en el pezon (Figura 3). Cada conducto esta
revestido de una capa de células epiteliales, responsable de la produccién de la leche. Estas estan
rodeadas por una capa externa de células mioepiteliales con propiedades contractiles (cancer.org;
Ross et al, 2007) (Figura 4).
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Figura 3. Anatomia de la glandula mamaria. Tomada de cancer.or



Figura 4. Corte a través de una glandula mamaria. (a) Adipositos sefialados con flechas. (b) Mas
aumento de la regién contenida en el rectangulo de a. Células epiteliales sefialadas con flechas
verdes, citoplasma de células mioepiteliales (MEp) sefialadas con puntas de flecha y linfocitos
senalados con flechas negras. Tomada y modificada de Ross et al, 2007

La via de desarrollo del cancer de mama aun no es clara. Hay poca evidencia de modelos animales y
analisis de cambios genéticos que indican que puede comenzar con una proliferacion anormal de
células epiteliales, denominada hiperplasia, seguido de una fase preneoplasica llamada hiperplasia
atipica, condicién donde las células de mama parecen anormales en morfologia, numero o patrén de
crecimiento; y carcinoma ductal in situ (CDIS). CDIS se refiere a células epiteliales de mama que se
han convertido en células cancerigenas pero que aun ocupan su lugar normal en conductos y l6bulos.
El CDIS por definiciéon no es invasivo, pero puede cambiar al adquirir capacidades que le permitan
infringir la membrana basal, dando origen al carcinoma invasivo, en el cual las células cancerosas se
han extendido mas alla de los conductos o lobulillos mamarios, invadiendo el estroma circundante y
finalizando con cancer de mama metastasico (Ali et al, 2002; Allred 2010; Rivenbark et al, 2013)
(Figura 5).



Conducto mamario ) Hiperplasia ; g Carcinoma L
Sy Hiperplasia atipica Carcinoma in situ rvmeivG Metastasis

Alteraciones genéticas, epigenéticas y microambientales

*Ganancia de funcion en oncogenes, como ESR1, ERBB2, KRAS y MYC;

*Perdida de la funcion en genes supresores, como BRCA 1/2, TP53, PTEN y RBI;

*Alteraciones epigeneticas como hipermetilacion de DNA e hipometilacion de histonas;
*Alteraciones microambientales como |a pérdida de células mioepiteliales y respuestas inflamatorias

Figura 5. Desarrollo multifacético del cancer de mama. Tomada y modificada de Schwab et al, 2012



2.1. Tratamiento del cancer de mama

Normalmente la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia se emplean para tratar el CM. La
mastectomia radical modificada ha sido tradicionalmente el estandar de cuidado para el CM invasivo
en estadio temprano. Sin embargo, la cirugia conservadora de seno ha sido recientemente favorecida.
Esta terapia implica retirar el tumor sin eliminar tejido sano excedente, resultando en un seno
estéticamente mas aceptable para la paciente que el resultado de la mastectomia. En etapas mas
avanzadas, cuando el tumor alcanza un tamafio superior a 5 cm, la quimioterapia preoperativa se
emplea con el objetivo de disminuir la talla tumoral, permitiendo asi proceder con la cirugia
conservadora de seno. No obstante, la mastectomia puede ser la mejor opcion en caso de obtener
resultados pobres en la quimioterapia neoadyuvante (a reserva de la eleccion de la paciente)
(Maughan et al, 2010). Usualmente se administra la radiacién después de la cirugia para ayudar a
reducir la probabilidad de que el cancer regrese en el seno o en los ganglios linfaticos adyacentes. La
radiacion causa dafios en el DNA dentro de las células cancerigenas, lo cual inhibe su posterior
crecimiento. Si bien la radicacion también puede dafar el tejido sano, su efecto es mayor sobre las
células tumorales. Como el crecimiento de estas células es mas rapido, no se pueden reparar los
dafos facilmente. La quimioterapia se refiere al tratamiento del cancer mediante farmacos que pueden
ser administrados de forma oral o intravenosa (Rita, 2012). Recientes investigaciones han introducido
nuevos tratamientos para el CM que incluyen terapia adyuvante, terapia neoadyuvante y terapias
dirigidas. La terapia adyuvante es la que se aplica después del tratamiento principal (cirugia), se utiliza
en pacientes que tienen alto riesgo de recurrencia a pesar de que el tumor ha sido extirpado
quirurgicamente o tratado con radioterapia o combinacién de las 2, con el propdsito de aumentar la
prevencion. Los criterios para establecer el riesgo de recurrencia dependen del grado de la extension
local, la presencia de ganglios metastasicos aunque hay criterios especificos para cada tumor. La
terapia que se administra antes de la terapia principal se denomina neoadyuvante. Esta tiene como
objetivos disminuir el tamafio del tumor para facilitar la cirugia y el control de la enfermedad sistémica,
tratando de eliminar la enfermedad micrometastasica (Majeed et al, 2014). Numerosos agentes
quimioterapéuticos han sido empleados en el tratamiento del CM ya sea como monodroga o en
combinacion, entre los cuales deben mencionarse: sales de platino (carboplatino y cisplatino), agentes
alquilantes (ciclofosfamida), taxanos (docetaxel y paclitaxel), antraciclinas (doxorrubicina) vy

antimetabolitos (metotrexato y capecitabina).



2.1.1. Terapias dirigidas.

En pacientes cuyos tumores sobreexpresan el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2),
la FDA (Food and Drug Administration) ha aprobado dos farmacos para suprimir la expresion de este
receptor tirosincinasa. El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal para HER2, que se dirige al
dominio extracelular de este receptor disminuyendo su actividad. El lapatinib es un inhibidor de la
tirosina kinasa acoplada a los receptores del factor de crecimiento epidérmico EGFR (ErbB1) y HER2
(ErbB2). Actua sobre el componente intracelular de los receptores antes mencionados. Debido a esto,
y a diferencia de trastuzumab, puede bloquear la sefalizacion de receptores que han perdido o han
mutado sus dominios extracelulares y no presenta resistencia cruzada con él. En las pacientes con CM
positivo para receptores hormonales, la terapia hormonal reduce el desarrollo de células tumorales
hormono-sensibles al inhibir la sintesis de estrégeno y progesterona desde los ovarios, mediante el
tratamiento con farmacos agonistas (analogos) de hormona liberadora de hormona luteininizante (LH-
RH), como Goserelina y Leuprolide. Ambos interfieren con las senales de la glandula pituitaria que
estimulan la produccién de estrégeno en los ovarios (Majeed et al, 2014). Con el mismo objetivo, se
han empleado los inhibidores de la enzima aromatasa, como letrozol y anastrozol, los cuales evitan la
formacion de estrogenos en los ovarios por medio del bloqueo de esta enzima. La inhibicién de los
receptores de estrogenos también es eficaz en el tratamiento de este tipo de tumores. Para realizar lo
anterior, se usa el tamoxifen, ya que es una sustancia que funciona como un antagonista del
estrogeno. En CM la angiogénesis juega un papel importante en el crecimiento tumoral, invasion y
metastasis. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un potente inductor de
permeabilidad vasular y formacion de vasos sanguineos. Agentes que bloquean VEGF han
demostrado inhibir la angiogénesis y el crecimiento tumoral. VEGF puede ser inhibido de varias
maneras: con agentes que se unen al ligando, como bevacizumab, inhibiendo la subunidad
tirosincinasa de su receptor, como sunitinib, inhibiendo efectores corriente debajo de la actividad de
VEGF (inhibidores de mTOR) y con agentes que modulan la producciéon de VEGF (agentes contra
HER2) (Munagala et al, 2011).



2.2. Clasificacion del cancer de mama

Con el objetivo de obtener informacion pronostica sobre el comportamiento del tumor o para predecir la
respuesta a las terapias, los tumores de mama se han dividido en subtipos mediante métodos de
clasificacion que incluyen la histopatologia estandar, patologia molecular y perfiles de expresion

genética (Pascualini 2008).

2.2.1. Clasificacion histolégica

Con base en la ubicacién, morfologia, patrones de crecimiento y caracteristicas citolégicas el CM se
categoriza en carcinoma in situ y carcinoma invasivo o infiltrante. A su vez, el carcinoma de mama in
situ se divide en ductal o lobular. El carcinoma ductal in situ (CDIS) es mas comun que su contraparte
carcinoma lobular in situ y engloba un heterogéneo grupo de tumores. CDIS ha sido mas
subclasificado tradicionalmente basandose en las caracteristicas arquitectonicas del tumor, las cuales
han dado lugar a cinco subtipos bien reconocidos: comedo, cribiforme, micropapilar, papilar y sélido.
De manera similar a los carcinomas in situ, los carcinomas invasivos son un grupo heterogéneo de
tumores diferenciados en subtipos histoldgicos. Dentro de los principales tipos de tumores invasivos se
encuentra el ductal infiltrante, lobular invasivo, lobular-ductal, mucinoso (coloide), tubular, medular y
carcinomas papilares. De éstos, el carcinoma ductal invasivo o infiltrante (CDI) es el subtipo mas
comun representando el 70-80 % de todas las lesiones invasivas. ElI CDI se subclasifica en bien
diferenciado (grado 1), moderadamente diferenciado (grado 2) y pobremente diferenciado (grado 3),
con base en los niveles de pleomorfismo nuclear, formacion tubulo-glandular e indice mitético
(Malhotra et al, 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Clasificacién histoldgica del cancer de mama. Tomada y modificada de Malhotra et al, 2010



2.1.2. Clasificacion inmunohistoquimica

Desde el punto de vista clinico, los tumores de mama han sido clasificados de acuerdo a
inmunohistoquimica (IHC) e hibridacion fluorescente in-situ (FISH) empleando biomarcadores que
corresponden al receptor de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico (HER2), dividiendo el CM en tres tipos principales: el grupo de receptores
hormonales positivo, el grupo HER2 positivo y el grupo triple negativo (TN). Este ultimo concierne a
tumores que no expresan ER, PR y no presentan amplificacion de HER2 (Wesolowski et al, 2011).
Entre los tumores esporadicos, es decir, no condicionados por factores hereditarios, el 70% son ER-
positivos, el 50% son PR-positivos y aproximadamente el 15% son HER2-positivo. Los carcinomas ER-
positivo responden mejor a tratamiento enddcrino anti-estrogeno, mientras que los HER2-positivo
responden bien a terapia dirigida, como trastuzumab. Alrededor del 20% de todos los casos de CM son
TN (ver Cancer de mama triple negativo). En cuanto al CM hereditario, el 78 % de los tumores
derivados de portadores de mutaciones en BRCA1 son ER-negativos, mientras que sélo el 23% de los
tumores que surgen en los portadores de mutaciones en BRCA2 son ER-negativos. Por otra parte, la
sobreexpresiéon de HER2 unicamente se observa in aproximadamente 10% de los portadores de
mutacion. Por consiguiente, el TN cuenta para el 69% de los tumores BRCALl y el 16 % para los
BRCAZ2 (Larsen et al, 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Frecuencias de estatus inmunohistoquimico del CM esporadico y hereditario BRCAL.
Basada en Larsen et al, 2014



2.2.3. Clasificacion molecular

El andlisis de perfiles de expresion genética basados en microarreglos, que evaluaron la expresion de
ESRL1 y genes asociados con ER, genes relacionados con la proliferacién, y en menor medida, ERBB2
y genes mapeados en la region del amplicon de ERBB2 en el cromosoma 17, demostraron la
diversidad a nivel molecular del CM, clasificandolo en cuatro categorias principales: Luminal; HER2
sobreexpresado; “parecido” al basal y “parecido al normal” (Perou et al, 2000). Estudios subsecuentes
realizados por Perou y colaboradores han ampliado estos hallazgos iniciales, proporcionando
informacion adicional para nuevas mejoras y ajustes de la clasificacion del CM. Dentro del subtipo
luminal, caracterizado por la expresion de marcadores luminales, se han reconocido tres grupos:
lunminal A, luminal B/HER2 negativo y luminal B/HER2 positivo (Sorlie et al, 2001; Sorlie et al, 2003).
Algunos autores consideran que el subtipo “parecido al normal” fue mal caracterizado y representa
contaminacion por tejido normal, en lugar de un subtipo real (Lam et al, 2014). A partir de esta
descripcion inicial, se han identificado nuevos subtipos que corresponden a los grupos claudina baja y
apocrino molecular (Alizart et al, 2012; Reis-Filho et al, 2011) (Tabla 1).

Subtipos Luminales

Los subtipos luminales comprenden los tumores de mama que expresan receptores hormonales y que
tienen patrones de expresion similares a las células epiteliales luminales de la glandula mamaria,
distinguiéndose por la expresion de citoqueratinas de bajo peso molecular (CK) 8/18, ER y genes

implicados en la ruta de ER.

Luminal A

El subtipo Luminal A es el mas comun y representa el 50%-60% de todos los CM. Estos tumores
generalmente presentan bajo grado histolégico, bajo grado de pleomorfismo nuclear y actividad
mitética baja. Inmunohistoquimicamente, el subtipo Luminal A se define como tumores ER-poritivos y/o
PR-positivos, HER2 negativos e indice bajo de Ki67 (antigeno nuclear de células en proliferacion).
Este subtipo se caracteriza por expresar niveles altos de ER, niveles bajos de genes relacionados con
la proliferacion, expresion de las CK 8/18, otros marcadores luminales asociados incluyendo ESR1,
genes asociados con la funcion ER tales como LIV1 (SLC39A6), FOXALl, XBP1, GATA3, BCL2,
ERBB3 y ERBBA4. Los pacientes con CN Luminal A poseen el mejor pronostico y la tasa de recurrencia

es mas baja que en los otros subtipos. La recurrencia es comun en huesos, mientras que la metastasis



se presenta en higado, pulmén y sistema nervioso central, ocurriendo en menos del 10% de los
pacientes y el tratamiento se basa principalmente en terapia hormonal (Yersal et al, 2014; Eroles et al,
2012; Reis-Filho et al, 2011).

Luminal B

Los tumores Luminal B comprenden el 15%-20% de los CM y tienen un fenotipo mas agresivo, alto
grado histolégico, alto indice proliferativo y un peor prondéstico. Este subtipo posee una alta tasa de
recurrencia y bajas tasas de sobrevivencia después de la recaida comparado con el subtipo Luminal A.
La principal diferencia entre ambos subtipos luminales es el incremento de la expresién de genes
relacionados con la proliferacion, tales como v-MYB, GGH, LAPTMB4, NSEP1 y CCNE1 en CM
Luminal B. Desde el punto de vista inmunohistoquimico, el subtipo Luminal B se define como ER-
positivo, HER2-negativo y expresion elevada de Ki67. Ademas, estos tumores con frecuencia expresan
EGFR y HER2. Sin embargo, esta definicién no incluye a todos los tumores Luminal B ya que el 6% de
ellos son negativos para ER y HER2. La sobrevivencia promedio en tumores Luminal B no tratados es
similar a los subtipos Basal y HER2 positivo, los cuales son ampliamente reconocidos como tumores
de alto riesgo. Los tumores Luminal B tienen los resultados mas pobres con hormonoterapia. Varios
estudios sugieren que los CM Luminal B son relativamente insensibles tanto a terapia enddcrina, en
comparacion con CM Luminal A, como a quimioterapia preoperativa que contenga paclitaxel y
doxorubicina, comparado a CM HER2-positivo y parecido a basal. Sin embargo, los tumores Luminal B
responden mejor a quimioterapia neoadyuvante que el subtipo Luminal A, logrando las mayores tasas
de respuesta patolégica completa. El aumento de las tasas de recaida observadas en los tumores
Luminal-B se limitan a los primeros 5 afios después del diagndstico. Estudios recientes sugieren que
rutas alternas de factores de crecimiento, tales como el receptor 1 del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFR1), HER1, fosfoinositol 3 cinasa polipéptido catalitico alfa (PI3K) y protooncogen
sarcoma (Src), pueden contribuir a la alta proliferaciéon y al pronostico pobre del CM Luminal B (Yersal
et al, 2014; Eroles et al, 2012; Reis-Filho et al, 2011).

HER2-positivo

El receptor 2 del factor de crecimiento epidermal (HER2) es un miembro de la familia de receptores
tirosin cinasa. Este receptor es codificado por el gen ERBBZ2, el cual es un protooncogen localizado en
el cromosoma 17q12. Debido a que HER2 carece de ligando, su activacion depende de la

heterodimerizacion con otro miembro de la familia, ya que no suele homodimerizar (Franklin et al,



2004). La cascada de sefializacion resultante de la activacién de HER2 ocasiona la transcripcion de
genes implicados en la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion celular, angiogénesis, invasion y
metastasis (Moasser et al, 2007). El subtipo HER2 sobreexpresado cuenta para el 15-20 % de los CM.
Estos tumores se asocian con un comportamiento clinico mas agresivo y se caracterizan por la
sobreexpresion y amplificacion de ERBB2 y otros genes asociados con la ruta HER2. Aunque este
subtipo no expresa genes del grupo basal, puede mostrar bajos niveles de expresion de genes
luminales caracteristicos. Morfolégicamente, estos tumores son altamente proliferativos, el 75 % posee
alto grado histolégico y mas del 40 % presentan mutaciones en TP53. Casi la mitad de los CM HER2
sobreexpresado son positivos para ER, pero generalmente lo expresan a bajos niveles (Yersal et al,
2014; Eroles et al, 2012; Reis-Filho et al, 2011).

Basal

El subtipo Basal representa el 10-20 % de todos los carsinomas de mama. Estos tumores se
denominan basales debido a que poseen un perfil de expresion genética similar al de las células
mioepiteliales (basales) normales de la glandula mamaria. Entre los genes expresados se encuentran
las citoqueratinas de alto peso molecular CK5 y CK17, laminina, P-cadherina, caveolinas 1 y 2,
nestina, CD44 y EGFR. Este subtipo también expresa genes caracteristicos de células luminales, tales
como CK8/18 y Kit, pero a niveles mas bajos que los carcinomas luminales. Frecuentemente
presentan mutaciones en TP53, inestabilidad genémica e inactivacion de la ruta Rb. Otra caracteristica
importante de este subtipo es la ausencia de la expresion de ER, PR y HER2. Clinicamente, los
carcinomas basales se caracterizan por su aparicion a temprana edad, predominantemente en mujeres
de origen africano, presentando tumores de grandes al momento del diagndstico, de alto grado
histolégico y una alta frecuencia de afectacion de ganglio linfatico. Los tumores basales tienden a ser
CDI con un alto indice mitético, necrosis tumoral, margenes de expansion y una clara respuesta
linfocitica estromal. El patrén de recaida metastasica es agresivo, con predominancia en 6rganos
viscerales, principalmente pulmones, sistema nervioso central y ganglios linfaticos. El subtipo basal
tiene peor prondstico que los luminales, con una alta tasa de recaida en los primeros tres anos a pesar
de mostrar una alta respuesta a quimioterapia. Ademas, tumores con mutaciones en la linea germinal
en BRCA1 se encuentran en este subtipo molecular (Yersal et al, 2014; Eroles et al, 2012; Reis-Filho
et al, 2011).



Claudina baja

En 2007, Herschkowitz y colaboradores identificaron un nuevo subtipo de CM que se caracteriza por la
baja expresion de genes implicados en uniones estrechas y adhesion célula-célula, los cuales incluyen
cadherina 3, 4 y 7, cingulina, ocludina y E-cadherina (de ahi el nombre de claudina baja). Este subtipo
comparte algunas caracteristicas de expresion genética con el subtipo basal, tales como la expresion
baja de ERBB2 y genes del grupo Luminal. A diferencia de los carcinomas basales, este grupo
sobreexpresa un conjunto de 40 genes relacionados a con la respuesta inmune, indicando una alta
infiltracién de los tumores de células del sistema inmune. Los tumores Claudina baja tienen un
pronéstico pobre a pesar de expresar bajos niveles de genes implicados en la proliferacién. Por otra
parte, sobreexpresan un conjunto de genes estrechamente vinculados a la diferenciacién mesenquimal
y transicién epitelial-mesenquimal, caracteristicas asociadas con la adquisicion de un fenotipo de
célula madre cancerigena. Inmunohistoquimicamente, son generalmente triple negativo, pero como
con el subtipo Basal, la concordancia TN/Claudina baja no es del 100% y alrededor del 20% de
carcinomas claudina baja son positivos para receptor de hormonas. Estos tumores muestran un
prondstico pobre a largo plazo y una respuesta insuficiente a quimioterapia neoadyuvante con valores

intermedios entre los subtipos basal y luminal (Herschkowitz et al, 2007; Eroles et al, 2012).

Apdcrino molecular

El subtipo apdcrino molecular se estima que cuenta para el 10-15 % de los CM invasivos, incluyendo

los casos de ER negativo que no entran en la categoria basal. Se caracteriza por la expresion del

receptor de andrégenos (AR) y genes relacionados con AR. (Alizart et al, 2012, Reis-Filho et al, 2011).



Subtipo

molecular

Frecuencia
%

Inmunofenotipo

Grado

histolégico

Genes
caracteristicos

Mutaciones
en TP53

Pronéstico

ESR1, GATAS,
ER+: 91-100% KRT8, KRT18,
Luminal A 50-60 PR+: 70-74% Bajo XBP1, FOXAL, Bajo Bueno
HER2+: 8-11% TFF3, CCND1,
Ki67: bajo LIVl
ESR1, GATAS,
ER+: 91-100% KRT8, KRT18,
Luminal B 10-20 PR+: 41-53% Intermedio XBP1, FOXAL, Intermedio Intermedio /
HER2+: 15-24% / alto TFF3, v-MYB, malo
Ki67: alto GGH,
LAPTMBA4,
NSEP1,
CCNE1
ER+: 29-59%
HER2 PR+: 25-30%
sobreexpresado 15-20 HER2+: 66—-71% Alto ERBB2, GRB7 Alto Malo
Ki67: alto
ER+: 0-19% KRT5, CDH3,
Basal 10-20 PR+: 6-13% Alto ID4, FABP7, Alto Malo
HER2+: 9-13% KRT17,
Ki67: alto TRIM29,
LAMC2
ER+: 12-33%
PR+: 22-23%
Claudina baja 12-14 HER2+: 6-22% Alto CD44 ,SNAI3 Alto Malo
Ki67: intermedio
ER-
Apdcrino 10-15 PR- Intermedio AR y genes Alto Malo
molecular HER2 +/- / alto relacionados
Ki67: alto con AR

Tabla 1. Subtipos moleculares de CM. Basada en Eroles et al, 2012 y Reis-Filho et al, 2011




2.3. Caracteristicas moleculares del cancer de mama

Los genes BRCAL (gen del cancer de mama 1) y BRCA2 (gen del cancer de mama 2) han sido
identificados como los principales genes de susceptibilidad al CM, para el cual las mutaciones en la
linea germinal en estos genes ocurren en aproximadamente 20-30% de todos los casos de CM
hereditario y unicamente en el 2-3% de todos los tumores de mama. BRCA1 y BRCA2 funcionan como
genes supresores de tumores y son importantes en el mantenimiento de la estabilidad del genoma, ya
que estan implicados en la mediacion de la reparacion de rupturas de DNA de doble cadena por
recombinacion homodloga (Larsen et al, 2014). Las mutaciones en BRCAl y BRCA2 son los
indicadores mas fuertes para el riesgo de CM y de ovario. Las mujeres portadoras de mutaciones en
cualquiera de los dos genes tienen un 60-80% de riesgo de desarrollar CM y 15-40% de riesgo para
cancer de ovario. Se estima que el 0.7-29% de los CM familiares corresponden a mutaciones en
BRCAly el 1.5-25% cuentan para mutaciones en BRCA2. BRCA1/2 y TP53 conforman el grupo de
genes con alta penetrancia, que proporcionan un riesgo de CM mayor a cinco veces (25% de todos los
casos) (Schwab et al, 2012). TP53 es un gen supresor de tumores esencial en el control del ciclo
celular. Cuando se produce dano en el DNA, p53 promueve el arresto del ciclo celular o la entrada en
apoptosis, dependiendo de la gravedad del dano. La pérdida de la funcién de TP53 por mutaciones
somaticas ocurre frecuentemente en los tumores y mutaciones en la linea germinal en este gen se
correlacionan con el sindrome de Li-Fraumeni (LFS). Este sindrome ocasiona el desarrollo de CM a
temprana edad (el 30% de mujeres portadoras de la mutacion del gen desarrollan tumores de mama a
los 30 afios de edad). Sin embargo, el LFS solo cuenta para el <0.1% de CM, pero mutaciones en
TP53 confieren un incremento del 18 a 60 veces mayor de riesgo de CM <45 afos que la poblacién
general (Lalloo et al, 2012). Ademas, existen otros genes que confieren un riesgo similar a BRCA1/2,
estos incluyen a PTEN, asociado con el sindrome de Cowden, STK11, relacionado con el sindrome
Peutz-Jeghers, y CDH1, implicado en el cancer gastrico difuso hereditario. Por otra parte, hay cinco
genes que poseen una frecuencia poblacional de menos del 1%, que corresponden a CHEK2, ATM,
BRIP1, PALB2 y RAD51C. Estos alelos estan asociados con un riesgo relativo de >1.5 y <5. Se ha
estimado que mutaciones en estos genes son responsables de menos del 3% del CM hereditario y se
consideran de moderada penetrancia (Lalloo et al, 2012). Por ultimo, los genes CASP8,TNRC9,
MAP3K1, LSP1, FGFR2, 8924, 2q35, 5p12, 622 y 16q12, tienen baja penetrancia, individualmente
confieren un riesgo de CM muy bajo (> 1.01 y <1.5) y cuentan para el 9% del CM hereditario (Fillipini et
al, 2013).



Sin embargo, la mayoria de los casos de CM (alrededor del 90%) se consideran esporadicos, es decir
no condicionados por factores hereditarios (Vogelstein et al, 2002; Filippini et al, 2013; Stefansson et
al, 2013), donde las mutaciones somaticas se presentan heterogéneamente en frecuencia y tipo, en
un numero importante de genes y de forma particular entre cada subtipo intrinseco. Los genes mas
mutados dentro del subtipo Luminal A son PIK3CA (45%), MAP3K1 y GATA3 (13% cada uno), TP53
(12%) y CDH1 (9%). Las mutaciones mas frecuentes en los tumores Luminal B se encuentran en TP53
y PIK3CA (29 % cada uno), GATA3 (15%) y TTN (12%). Dentro del subtipo HER2 sobreexpresado, la
amplificacién de ERBB2 es el principal mecanismo de sobreexpresiéon de HER2. En este subtipo las
mutaciones somaticas mas relevantes ocurren en TP53 (72%) y PIK3CA (39%). En cuanto al subtipo
Basal, TP53 posee la frecuencia mas altas de mutaciones (80%), sélo seguido por PIK3CA (9%). En
contraste con los demas subtipos, los tumores basales expresan muy bajos o nulos niveles de la gran
mayoria de los genes presentes en los carcinomas luminales y HER2 sobreexpresado; y mas del 50%
de las mutaciones que ocurren en TP53 son sin sentido (TCGA 2012; Cornen et al, 2014). En lo
referente a la alteracion del numero de copias (ANC), el CM expone un singular, pero importante,
panorama de expresion constituido por la amplificacion de IGF1R, KRAS, EGFR y MYC (los cuales
son blancos terapéuticos) y la delecion de CDKN2B, BRCA2, RB1, ATM, SMAD4, NCOR1 y UTX
(Curtis et al, 2012; Stephens et al, 2012; Balko et al, 2013) (Figura8).

Las modificaciones epigenéticas tienen un gran impacto en el desarrollo del cancer, ya que pueden
inactivar genes supresores de tumores o activar oncogenes. Con respecto al CM, genes supresores de
tumores como BRCA1l y PTEN, de gran relevancia en CM hereditario, ademas de otros genes,
incluyendo CDKN2A, CDH1, RARB2 y GSTP1, se encuentran sometidos bajo silenciamiento
epigenético por hipermetilacion de islas CpG en frecuencias similares en CM hereditario y en aquellos
de origen esporadico. Se ha demostrado que en tumores esporadicos la expresion de BRCAL es
reprimida mediante una combinacién de delecién genética y silenciamiento epigenético a través de la
hiper metilacion del DNA. De hecho, actualmente esta bien establecido que la hipermetilacién de islas
CpG de la region promotora de BRCAL ocurre en aproximadamente 10% - 15% de todos los CM
esporadicos. Como se menciond antes, uno de los modelos que se ha desarrollado para la
carcinogénesis es la hipdtesis two-hit propuesta por Knudson. En tumores hereditarios BRCA1L, la
hipermetilacion sirve ocasionalmente como un mecanismo alterno para el segundo hit. Estos hallazgos
resaltan la importancia del papel de las alteraciones epigenéticas, en adicion a las mutaciones
genéticas, como contribuyentes para el desarrollo del CM (Stefansson et al, 2013; Nowsheen et al,
2014). Ademas de las de las alteraciones en genes codificantes, el CM se encuentra sometido a una

gran desregulacion en la expresion de microRNAs.
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Figura 8. Genes mutados de manera importante en cancer de mama y su correlacion con
caracteristicas gendmicas y clinicas. Tomada y modificada de TCGA 2012.

3. MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNAs pequefos no codificantes, evolutivamente
conservados, de aproximadamente 18-22 nucleétidos (nt) de longitud, que regulan la expresion génica
de manera postranscripcional, mediante la unidon a su respectivos mMRNAs blancos, ocasionando

represion traduccional o degradacion de estos.



3.1. Biogénesis de miRNAs

Transcripcion de miRNAs

En eucariontes, los genes que codifican para miRNA estan localizados en intrones de genes que
codifican proteinas, en intrones o exones de genes no codificantes o agrupados con un arreglo de
transcrito primario policistronico. La transcripcion de genes de miRNAs que se expresan de manera
auténoma se encuentra bajo los mismos mecanismos de regulacion que los genes que codifican
proteinas (Winter et al., 2009). Los factores de transcripcién regulan positiva o negativamente la
expresion de miRNAs de manera tejido-especifica o desarrollo-especifica. Por ejemplo, MYC y MYCN,
ambos promueven la expresion de del agrupamiento oncogénico miR-17-92 en células de linfoma y
miR-9 en células de neuroblastéma, pero inhiben la expresion de varios miRNAs supresores
tumorales, como miR-15a, lo que ocasiona la tumorigénesis mediada por MYC. Por otra parte, p53
estimula la expresion de las familias miR-34 y miR-107, lo cual aumenta el arresto del ciclo celular y la
apoptosis. Los promotores de los genes de mIRNA también estan sometidos a la regulaciéon por
acetilacion o metilacion. El factor de transcripcion silenciante RE1 (REST), recluta histona deacetilasas
y a la proteina de unién a metil CpG MeCP2 al promotor del gen de miR-124, evitando su transcripcién
en células progenitoras neuronales y no neuronales. REST es bajamente regulado en la diferenciacion,
lo que permite una alta expresion de miR-124 en neuronas post-mitéticas. La transcripcion de miR-
148a, miR-34b/c, miR-9 y let-7 depende del estatus de metilacién de sus correspondientes promotores,
que es regulada por las metiltransferasas de DNA DNMT1 y DNMT3b (Krol et al., 2010) (Figura 9).

Figura 9. Regulacién de la transcripcion de genes de miRNAs auténomos por factores de transcripcion

y proteinas de regulacién epigenética. Tomada y modificada de Krol et al., 2010



En general, la transcripcion de los miRNAs es llevada a cabo por la RNA polimerasa Il. Adionalmente
se han descrito miRNAs transcritos por la RNA polimerasa Ill, como en el caso de los miRNAs que
estan agrupados en el cromosoma 19 humano (C19MC por sus siglas en inglés chromosome 19
mMiRNA cluster) (Borchert et al., 2006). Los transcritos primarios (pri-miRNAs) que son generados por
Pol Il usualmente son moléculasde 1-3 kb de longitud, con un casquete (7-metil-guanosina) en el
extremo 5" y una cola de poli (A) en el extremo 3’, las cuales se pliegan en estructuras de tallo y bucle
de por apareamiento imperfecto de bases ( Lee et al, 2002; Lee et al, 2004; Lee et al, 2003; Denli et al,
2004) . Un pri-miRNA tipico de metazoarios consiste en un tallo de ~33 pares de bases (pb), dividido
en tallo superior (~22 pb) y tallo inferior (~11 pb); un bucle terminal y segmentos flanqueantes de RNA
de cadena sencilla que se encuentran enseguida de la unién basal del RNA duplex (Ha et al., 2014)
(Figura 10).
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Figura 10. Estructura de un pri-miRNA tipico de metazoario. Tomada y modificada de Ha et al., 2014



El primer paso de la maduraciéon del miRNA es la escisién nuclear del pri-miRNA, mediada por el
complejo microprocesador conformado por la enzima RNasa lll Drosha y la proteina de unién a RNA
de doble cadena DGCRS8 (pasha). DGCRS interactua con los pri-miRNAs a través de los segmentos
flanqueantes vy el tallo de ~33 pb, asistiendo a Drosha para cortar el tallo inferior del sustrato. (Kim et
al., 2009). En miRNAs intrénicos, se ha demostrado que el procesamiento de pri-miRNAs puede ser un
proceso co-transcripcional, ya que la escision del intron por Drosha no perjudica el splicing del mRNA
hospedero. Por lo tanto, el procesamiento por Drosha podria tener lugar después de que el transcrito
esté comprometido al espliceosoma, pero antes de que el intrén sea liberado. Ademas de los miRNAs
intrénicos candnicos, se han descubierto miRNAs que se encuentran en intrones cortos, denominados
“mirtrons”, para los cuales la biogénesis no requiere del procesamiento por Drosha. Después de la
terminacion del splicing, el intrén forma una estructura de horquilla que se asemeja a un pre-miRNA.
De esta manera, se convierten en un sustrato para la exportacion nuclear, evitando la interaccion con
Drosha para ser procesados en el citoplasma (Kim et al., 2009). Posteriormente, el pre-miRNA es
transportado activamente del nucleo al citoplasma por Ran-GTP y el factor nuclear de exportacién
Exportina 5 (Yi et al, 2003; Lund et al, 2004). En el citoplasma, el pre-miRNA es procesado por la
encima RNasa Ill Dicer (Lee et al, 2003).en colaboracién con la proteina de unién a RNA de doble
cadena TRBP. Mediante su domino PAZ, Dicer reconoce el extremo 5’ fosforilado del pre-miRNA y con
sus dominios RNasa lll, corta el tallo y bucle del este para generar un RNA duplex formado por una
cadena de miRNA maduro y una cadena de miRNA complementaria (mMiRNA/miRNA*) de ~22 nt de
longitud (Bartel 2004; Krol et al, 2010). En mamiferos, la enzima argonauta 2 (AGO2), la cual tiene una
actividad similar a endonucleasa RNsa H, puede ayudar al procesamiento de Dicer cortando el brazo
3’ de algunos pre-miRNAs (Krol et al, 2010). Después de la digestién, Dicer permanece asociada al
miRNA duplex, que posteriormente es liberado por accion de la RNA helicasa A en células humanas.
En seguida, el miRNA duplex maduro es cargado en una proteina AGO (AGO2 en mamiferos), que
junto con la proteina GW182, forman el complejo silenciador inducido por RNA (RISC). En este
proceso el RNA duplex es separado, una cadena (miRNA*, sentido o también llamada pasajera) es
liberada y degradada, mientras que la otra cadena (miRNA, antisentido o guia) es incorporada al RISC.
Generalmente, la hebra guia es determinada en base a la estabilidad termodinamica relativa de los
dos extremos del RNA duplex. La cadena con menor estabilidad de apareamiento de bases en el

extremo 5’ es seleccionada como la hebra guia (Ha et al., 2014) (Figura 11).
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Una vez incorporado dentro de RISC, el miRNA causara la degradacion del blanco si dicho mRNA
tiene en la 3-UTR suficiente complementariedad a la region “seed” del miRNA (secuencia que
comprende los nuclétidos 2-7 del extremo 5 del miRNA maduro), o reprimira la traduccién si la 3-UTR
del mRNA es parcialmente complementaria a esta (Bartel 2004). La union imperfecta del miRNA a su
MRNA diana también puede llevar a la deadenilacion realizada por el complejo CAF1—-CCR4 (Krol et
al, 2010). Recientemente se ha demostrado la existencia de interacciones menos frecuentes que
pueden mediar la actividad de los miRNAs, que ocurren a través de secuencias distintas a la region
“seed”, conservadas evolutivamente y que se encuentran en regiones centrales del miRNA maduro
enriquecidas con sitios de union a proteinas AGO. Estas regiones constan de 11 nucledtidos (nt),
comenzando en la posicidon 3, 4 6 5 y cuyo apareamiento perfecto puede inhibir la traduccién de
MRNAs (Grimson et al., 2007; Bartel 2009; Shin et al., 2010; Chi et al., 2012; Martin et al., 2014). Los
mRNAs traduccionalmente reprimidos pueden acumularse en focos citoplasmicos discretos, conocidos
como cuerpos de procesamiento (P-bodies) o cuerpos de glicina-triptofano (GW-bodies). Los P-bodies
funcionan en el almacenamiento y descomposicion de mRNAs reprimidos. En consecuencia, estan
enriquecidos con proteinas implicadas en la represién traduccional, deadenilacion de mRNAs y
degradacion, como proteinas AGO, GW182, miRNAs maduros y mRNAs reprimidos. Estos cuerpos
son estructuras dinamicas, con proteinas y mMRNAs moviéndose continuamente dentro y fuera de ellos.
El numero y tamafo de los P-bodies varia dependiendo de la actividad traduccional de la célula y
existe una correlacion positiva entre la represion mediada por miRNAs y la acumulacion de mensajeros
blancos en estos focos citoplasmicos (Eulalio et al, 2007). Desde el descubrimiento del primer
microRNA, lin-4 en Caenorhabditis elegans por Ambros y colaboradores (Lee et al, 1993), se han
registrado 35828 secuencias de miRNAs en 223 especies (miRBase.org 2014) que incluyen
vertebrados, moscas, nematodos, plantas e incluso en virus. Sin embargo, solo se ha determinado
experimentalmente la funcién de una fracciéon de esta cifra de pequefios RNAs interferentes (Griffiths-
Jones et al, 2006). Un miRNA puede tener cientos de diferentes blancos conservados y no
conservados y se ha predicho que esta clase de moléculas regulan alrededor del 50% de todos los
genes que codifican proteinas en mammiferos. Estudios funcionales demuestran que el papel de estas
moléculas como reguladoras de la expresion genética es determinante en casi todos los procesos
celulares investigados hasta el momento, como el crecimiento, proliferacion, diferenciacién, apoptosis,
adquisicion y mantenimiento de un fenotipo dado. Se ha demostrado que los cambios en la expresion
de miRNAs estan asociados a muchas patologias humanas, incluyendo el cancer (Calin et al, 2002;
Bartel 2004; Krol et al, 2010).



3.2. MicroRNAs en cancer

La primera evidencia que demuestra que los miRNAs estan implicados en cancer surgioé de un estudio
realizado en 2002, por el grupo de Croce, en el que pretendian encontrar genes supresores tumorales
en el cromosoma 13q14, relacionado con la leucemia linfocitica crénica (LLC) y cuya delecion se
presenta en aproximadamente 70% de las LLC. Sin embargo, observaron que la region critica de este
cromosoma no contenia un gen codificante de proteina supresora tumoral, sino dos genes de miRNAs,
correspondientes a miR-15a y miR-16-1, presentes en el mismo RNA polisistronico. Posteriormente,
analizaron la expresion de miR-15a y miR-16-1 en muestras de sangre de pacientes con LLC. Los
resultados mostraron que ambos miRNAs estaban ausentes o disminuidos en el 68% de los casos en
comparacion con linfocitos o tejido normal. Estos hallazgos sugieren que estos dos miRNAs estan
causalmente relacionados con la patogénesis de la LLC (Calin et al, 2002). En un subsecuente estudio
realizado por Calin y colaboradores, se mapearon todos los genes de miRNAs conocidos y
encontraron que aproximadamente el 50% se ubican en regiones del genoma susceptibles a
deleciones o amplificaciones en muchos tumores diferentes, en las cuales no se pudieron encontrar
genes supresores de tumores u oncogenes después de muchos anos de investigacion (Calin et al,
2004). Los resultados obtenidos en el trabajo realizado por Zhang y colaboradores en 2006 confirman
los hallazgos anteriores. En ese estudio, se llevo a cabo un arreglo de expresion genética comparada
(CGH) de tres tumores epiteliales (mama, ovario y melanoma), el cual mostré que una proporcion alta
de loci gendmico contienen genes de miRNAs que presentaron alteraciones en el numero de copias de
DNA en cancer de ovario (37.1%), CM (72.8%) y melanoma (85.9%), donde las alteraciones en el
numero de copias observadas por arriba del 15% se consideraron significativas para cada gen de
miRNA (Zhang et al, 2006). Los genes de miRNAs también se encuentran sometidos bajo los
mecanismos de regufacion epigenética, como hipo o hipermetilacion y remodelacion de cromatina,
como lo demuestra la sobreexpresién de miR-21 y miR-203 en cancer de ovario, cuyos respectivos
genes se encuentran hipometilados. Por su parte, la hipermetilacion de miR-9-1 ocasiona la
disminucion en la expresion de este en CM vy la inhibicién de la histona deacetilasa en células de
carcinoma de mama SKBR3 provoca la alteracién de los niveles de miRNAS (lorio et al, 2008). Las
regiones cromosoémicas que contienen genes de miRNAs vinculados en la regulaciéon negativa de un
gene supresor de tumores, estan amplificadas. Esta amplificacion puede resultar en el incremento de
la expresion del miRNA y en consecuencia, provocar el silenciamiento del gen supresor tumoral. A la
inversa, los miRNAs que inhiben oncogenes se ubican frecuentemente en las regiones fragiles del
genoma, que estan propensas a deleciones o mutaciones que pueden ser responsables del

decremento en sus niveles y la subsecuente sobreexpresion del oncogén blanco (lorio et al, 2011). Los
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cambios en la expresion de los miRNAs también pueden ser debidos al incremento o disminucion de la
actividad de factores de transcripcion, los cuales pueden regularlos de manera positiva o negativa,
como p53, que activa la transcripcion de miR-34a o miR-205, que tienen un papel oncosupresivo, o
miRNAs con funciones oncogénicas, como el grupo miR-17-92, que es activado por MYC y cuyos
blancos son Let-7 y miembros de la familia miR-29; o ZEB1, que reprime directamente la transcripcion
de miembros de la familia de miR-200, que a su vez son capases de inhibir a ZEB1 y ZEB2 (lorio el al.
2012). De esta manera, los miRNAs que estan alta o bajamente regulados (expresados) en tejido
tumoral con respecto al normal, pueden ser considerados como oncomiRs o miRs supresores
tumorales. Cabe mencionar que es importante especificar en qué casos se le atribuye a un miRNA
alguna de las dos actividades antes mencionadas, ya que un miRNA puede desempefiar un papel de
oncomiR en una clase de tumores y comportarse como miR supresor tumoral en otro tipo de tejidos o
células. Por ejemplo, miR-221 y miR-222 se dirigen al oncogén KIT e inhiben el crecimiento de la
leucemia heritroblastica, funcionando asi como genes supresores tumorales en estas células. Sin
embargo, estos miRNAs también regulan al menos cuatro supresores tumorales (PTEN, p27, p57 y
TIMP3), funcionando como miRNAs oncogénicos al reprimir la expresion de estos genes supresores
en varios tumores solidos. Los miRNAs afectan los seis “hallmarks” del cancer propuestos por
Hanahan y Weinberg: 1) autosuficiencia en sefales de crecimiento (familia Let-7), 2) insencibilidad a
sefales inhibidoras del crecimiento (grupo miR-17/92), 3) evasién de la apoptosis (miR-34a), 4)
potencial de replicacion ilimitado (grupo miR-372/373), 5) angiogénesis (miR-210), 6)invasiéon y
metastasis (miR-10b) (Di Leva et al, 2014). Luego de los hallazgos de que revelan el papel de los
miRNAs en el cancer, se han desarrollado plataformas para evaluar la expresion global de estas
moléculas en tejido normal y afectado, en un esfuerzo por obtener firmas de miRNA que puedan ser
usadas para la clasificacion, diagnostico y pronéstico de tumores. Estas plataformas consisten en
microarreglos de miRNA y secuenciacion profunda de alto rendimiento, con las que se obtienen
perfiles de miRNA que no sdlo pueden distinguir el tejido sano del canceroso, e identificar el tejido de
origen, sino que ademas pueden discriminar diferentes subtipos de un cancer particular o incluso
anormalidades oncogénicas especificas (lorio et al, 2012). Los avances en la investigacién de miRNAs
implicados en la tumorigénesis pueden ser aplicados para el desarrollo de terapias dirigidas y para el

establecimiento de biomarcadores tumorales especificos.



3.2.1. MicroRNAs en cancer de mama

En 2005, lorio y colaboradores reportaron la primera firma de miRNAs CM-especifica al realizar un

analisis de expresion genética sobre un gran numero de muestras de tejido normal y tumoral, que les

permitié identificar 29 miRNAs diferencialmente expresados, capaces de discriminar tejido tumoral del

normal con una exactitud del 100%. Entre los miRNAs diferencialmente expresados, miR-10b, miR-

125b y miR-145b estaban disminuidos, mientras que miR-,21 y miR-155 se encontraron aumentados,

sugiriendo que estos MiRNAs pueden ejercer un papel como miRNAs supresores de tumores u

oncomiRs respectivamente (lorio et al, 2005). Asi mismo, otros perfiles de miRNAs en tumores de

mama, han mostrado patrones de expresion que permiten la identificacion de firmas de miRNA que

pueden estratificar los tumores en los subtipos moleculares como Basal, HER2 positivo, Luminal Ay B

(Serpico et al, 2014) (Tabla 2).

Firma Subtipo Referencias
Basal Blenkiron et al, 2007
Aumentado: miR-150, -142-3p, -142-5p, 148a, -106a/b, -18a, -93,
-155, -25, -187, -135b
HER2 Blenkiron et al, 2007
Aumentado: miR-150, -142-3p, -142-5p, -148a, -106b, -93, -155, - | positivo | Mattie et al, 2006
25, -187, -375 Wu et al, 2012
Disminuido: miR-125%y b
lorio et al,2005
Aumentado: miR-191, -26, -126, -136, -100, -99a, -145, -146b, - | Luminal | Blenkiron et al, 2007
10a, -199a/b, -130a, -30a-3p,-30a-5p, -224, -214, let-7a/b/c/f, -342 A Mattie et al, 2006
Disminuido: miR-206, -15b, -107, -103
lorio et al, 2005
Aumentado: miR-191, -26, -106a/b, -93, -25, -10a, -30a-3p, -30a- | Luminal | Blenkiron et al, 2007
5p, -224, let-7b/c/f y -342, -15b, -107, -103 B Mattie et al, 2006

Disminuido: miR-206, -100, -99a, -130, -126, -136, -146b

Tabla 2. MicroRNAs y subtipos moleculares de CM. Se compar6 con tejido normal o con lineas

celulares parentales en el caso de datos preclinicos. Tomada y modificada de Serpico et al, 2014.




A partir de los estudios de perfiles de miRNAs se han realizado varias investigaciones con el propdsito
de caracterizar la funcién de estas moléculas en el desarrollo del CM. Como en otros tipos de cancer,
los miRNAs pueden desempefiarse como oncomiRs o miRNAs supresores tumorales. Entre los
miRNAs con propiedades oncogénicas, miR-21 promueve la proliferaciéon, supervivencia celular |,
invasividad y metastasis al dirigirse a PTEN, PDCD4 y TPM1. miR-10b inhibe la expresion de
HOXD10, liberando a RHOC, ocacionando invasion celular y metastasis. En la angiogénesis, miR-27
juega un papel importante reprimiendo la expresion de ZBTB1 y ZBTB10, ocacionando el incremento
moléculas de supervivencia y angiogénicas, como Survivina, VEGF y VEGFR1. La lista de miRNAs
implicados en la tumorigénesis también incluye a miR-191, el cual es estrégeno inducible, promueve la
proliferacién celular, migracion y supervivencia en microambiente tumoral mediante la inhibicion de
SATB1 en la cascada estrogeno/ER/miR191/STAB. A diferencia de otros tipos de cancer, como el
cancer de pulmon o linfomas, el agrupamiento miR-17-92 se encuentra suprimido en tumores de
mama. Ademds, uno de sus miembros, miR-17, limita el crecimiento independiente de anclaje al
reprimir al oncogeén AIB1, el cual amplifica los efectos transactivadores del ER. Asi mismo, en cultivos
celulares, este agrupamiento inhibe la proliferacion celular al dirigirse directamente a la ciclina D1 (lorio
et al, 2008; Serpico et al, 2014). En lo referente a los miRNAs oncosupresores, miR-125a y b, ambos
disminuidos en CM, estan implicados en la regulacion de ERBB2 y ERBB3. En estadios tempranos de
la progresion del CM, la expresion de Let-7 esta perdida. Para este miRNA, se ha identificado a los
oncogenes RAS, HMGA2, IMP-1 y MYC como blancos. La manipulacién de los niveles de Let-7 en
lineas celulares de CM afecta la proliferacion y metastais, involucrando a estos genes en la respuesta.
En apoptosis, la expresion de miR-34 es inducida por p53, promoviendo la represion de Bcl-2. Los
miembros de la familia de miR-200 suprimen la TEM al dirigirse a ZEB1 y ZEB2, oncogenes que
regulan la transcripcion de varios genes implicados en el mantenimiento de la polaridad celular,
disminuyen la expresion de E-cadherina e inducen la expresion de vimentina (Le Quesne et al, 2010).

En la Figura 12, se muestran los miRNAs implicados en los hallmarks del CM.
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Figura 12. MicroRNAs implicados en cancer de mama. En color rojo se sefalan los oncomiRs, en
color verde los miRNAs supresores tumorales y en letras negras sus respectivos blancos. Tomada y
modificada de Le Quesne et al, 2010



4. Cancer de mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo (CMTN) se define por la pérdida de la expresién de ER, PR y HER2
(Schmadeka et al, 2014). EL CMTN representa el 15-20% de todos los tumores de mama, ocurre
comunmente en mujeres jovenes y en mujeres de origen africano o hispano, y es el subtipo
clinicamente mas agresivo con el prondstico mas grave. Los pacientes con CMTN tienen el porcentaje
mas alto de reincidencia local temprana, especialmente entre el primer y tercer ano después del
diagnéstico, y la mayoria de las muertes ocurren en los primeros 5 afios, después de la terapia (Xu et
al, 2014). Las metastasis de los tumores negativos tienden a ser mas agresivas comparada con otros
subtipos y ocurren principalmente en los pulmones (40%), cerebro (30%), higado (20%) y en huesos
(10%) (Liedtke et al, 2008). Ademas, el CMTN carece de blancos especificos para el empleo de la
terapia dirigida, por lo que la quimioterapia sigue siendo el tratamiento estandar. Sin embargo, aunque
el CMTN muestra mas quimiosensibilidad en comparacién con el cancer de mama ER-positivo, la
mayoria de los pacientes con CMTN tienen residuos de la enfermedad en la mama y los ganglios
linfaticos después del tratamiento neoadyuvante. La ausencia de terapia dirigida hace que estos
pacientes sean mas susceptibles a la recaida y presenten una peor supervivencia global en
comparacion con otros subtipos de cancer de mama (D’lppolito et al, 2013). Un factor de riesgo para el
desarrollo de este tipo de CM es representado por las mujeres que acarrean mutaciones en BRCAL. El
75 % de las pacientes con CM que son portadoras de mutaciones en este gen tienen un fenotipo TN.
Por otra parte, en pacientes con fenotipo TN, la prevalencia de mutaciones en BRCAL es de 6.5 a
34.4%. CMTN se utiliza a menudo como un sustituto para referirse al subtipo Basal, y aunque los 2
patrones comparten muchas similitudes, no son biolégicamente sindnimos. EIl subtipo Basal posee
una firma distintiva de expresién génica caracterizada por una fuerte expresion de marcadores
basales, como citoqueratinas 5, 6 y 17 (ver clasificacion molecular), y también abarca un grupo
diverso de tumores. Por otro lado, el término TN se refiere al inmunofenotipo definido por la
negatividad para los marcadores que corresponden a los receptores hormonales (ER, PR) y HER2
(Alluri et al, 2014). En un estudio se reportd que el 71% de los CMTN fueron Basales, mientras que el
77% de los tumores Basales fueron de naturaleza TN (Bertucci et al, 2008). Aunque ambos tipos de
canceres presentan similitudes clinicas, histopatolégicas y moleculares, también exhiben discordancias
en estos aspectos. Por ejemplo, el analisis del estatus de ER, PR y HER2 de tumores con un perfil de
expresion genética perteneciente al subtipo Basal, revelo que el 15-54% de estos expresé al menos
uno de estos marcadores (Reis Filho et al, 2008). Desde el punto de vista molecular, esta diversidad
se manifesté en el trabajo realizado por Lehmann y colaboradores en 2011, en el cual realizaron un

metaanalisis de perfiles de expresion de 21 conjuntos de datos e identificaron 581 casos de CMTN,



identificando seis subtipos: dos basales (BL1 y BL2), un inmunomodulador (IM), un mesenquimal (M),
un mesenquimal similar a célula madre (MSL) y un receptor de andrégenos luminal (LAR). Los
subtipos BL1 y BL2 expresaron marcadamente genes de ciclo celular y de respuesta a dano en DNA
(ATR/BRCAL) vy lineas celulares representativas respondieron exclusivamente a agentes antimitéticos
y que danan el DNA, como los derivados de platino. El subtipo IM estuvo enriquecido por sefializacion
de célula inmune, pero aun no esta claro si este perfil genético es reflejo de célula cancerigena o de
infiltracién de células del sistema inmune al estroma. Los subtipos M y MSL expresaron genes
implicados en la transicion epitelio-mesénquima (TEM), motilidad y diferenciacion celular. Sus lineas
celulares representativas fueron sensibles a inhibidores de PISBK/mTOR. Sin embargo, el subtipo MSL
estuvo enriquecido de genes relacionados con células madre mesenquimales. Finalmente, el subtipo

LAR presento firmas de sefalizacidon luminal y de receptor de andrégenos.

4.1. Caracteristicas moleculares del cancer de mama triple negativo

Molecularmente el CMTN presenta una gran heterogeneidad, caracterizada por una alta inestabilidad
gendmica, un espectro continuo en el niumero de mutaciones (desde 3 hasta cientos), mutaciones
enTP53 (80% de los casos), PIK3CA (7-10%), USH2A (9%) , mutacion o delecién de RB1 (~20%),
mutacion o dlecion de PTEN (10%), mutacidnes esporadicas (5%) y en la linea germinal (10%) en
BRCA 1/2, amplificacion de MYC (40%), MCL1 (20%), CCNE1 (9%), EGFR (5%) y FGFR2 (4%). Con
respecto a alteraciones epigenéticas, los tumores basales presentan los niveles mas bajos de
metilacién de DNA y se ha reportado que los marcadores de célula madre, CD44, CD133, y MSH1, se
encuentran hipometilados en CMTN. (Turner et al, 2013; Xu el al. 2014). El CMTN también presenta

alteraciones en la expresion de miRNAs.

4.2. MicroRNAs en cancer de mama triple negativo

El primer estudio de perfil de miRNAs totalmente enfocado en tumores CMTN con los resultados mas
consistentes provino de un perfil a gran escala realizado por Cascione y colaboradores en 2013. En un
primer conjunto de CMTN primario y tejido normal, el perfil revel6 116 miRNAs desregulados, entre los
cuales miR-106b, el agrupamiento miR-17/92, la familia miR-200 (miR-200a,-200b y -200c), miR-21 y
miR-155 fueron los mas sobreexpresados. Un segundo conjunto de CMTN asociado a metastasis en

ganglio linfatico y tejido normal permitié la identificacién de un grupo de seis miRNAs expresados



diferencialmente en los tejidos metastasicos (miR-424, -1252-5P, -627, -579, Let-7g y miR-101), con
miR-424 y miR-1252 diferencialmente expresados sélo en metastasis vs. tumor primario y en tejido
normal vs. metastasis respectivamente (Cascione et al, 2013). Algunos de los miRNAs que se
relacionan con los subtipos luminales o Basal reflejan su origen epitelial y mioepitelial respectivamente.
Por ejemplo, la familia miR-200 esta asociada con el subtipo Luminal, lo cual no es una sorpresa ya
que este miRNA tiene como blancos directos a los reguladores de la TEM ZEB1/2, mientras que miR-
145 y miR-205, expresados en células mioepteliales normales, estan subexpresados en tumores TN
Basales, lo que sugiere que este cambio de expresion puede ser una consecuencia de la progresion
de la enfermedad en este subtipo (D’lppolito et al, 2013). Para muchos de los miRNAs que provienen
de estudios de perfiles unicamente se han descrito interacciones predichas con los principales
procesos biofdgicos relacionados con el CMTN. No obstante, existe un pequefio nimero de miRNAs

validados experimentalmente (Tabla 3).

MicroRNA Blanco(s) validado(s) Principal funcién(es) en CMTN

Supresores de tumores

miR-200a/b Zebl/Zeb2, Suz 12, EphA2 Estimulacion de la
diferenciaciéon en linea celular
mamaria indiferenciada

miR-200c Zebl/Zeb2 Inhibicién de TEM

MSN, FN1 Supresién de migracién

TrkB Reversién de anoikis resistencia
miR-205 E2F1, LAMC1 Reduccion de proliferacion, ciclo

celular y crecimiento del tumor

miR-203 BIRC5 Reduccion de proliferacion

LASP1 Inhibicion de la migracién
miR-31 Reduccién de potencial

WAVE3, RhoA, Radexin . .
metastasico

Induccion de apoptosis vy

PRKCE o -
potenciamiento de quimio y
radiosensibilidad
miR-34a AXL Inhibiciéon de migracion

OncomiRs

miR-181a/b Bim Inhibicién de anoikis




Inhibicion de reparacion de
ATM rupturas de DNA de doble

cadena

Control de proliferacion vy
MIR-146 y miR-146- | BRCA1 recombinacion homologa
5p mediada por BRCA1

Inhibicion de proliferacion
miR-182 PFN1 celular e invasién

Inhibicion de apoptosis

Tabla 3. Resumen de miRNAs implicados en CMTN, blancos validados y funcién biolégica. Tomada y

modificada de D’lppolito et al, 2013

5. MicroRNA-1305

El gen que codifica para miR-1305, MIR1305, se localiza en el cromosoma 4q34.3, posee 86 bases y

contiene unicamente un exén (genecards.org 2015) (Figura 13).

Cromosoma 4
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Figura 13. Ubicacién de MIR1305 en el cromosoma 4 (senalada con rojo). Tomada y modificada de
genecards.org 2015

En 2011, Niyazi y colaboradores realizaron un perfil de expresion de miRNAs de muestras de tejido
embebidas en parafina de 35 pacientes con glioblastoma, que fueron tratados con cirugia y
radioterapia postoperatoria durante un periodo de 2005 a 2008, con el objetivo de identificar miRNAs

con valor prondstico, resultando ser miR-1305 uno de los miRNAs significativamente desregulados. En



un estudio elaborado por Slattery y colaboradores en 2011, donde se llevaron a cabo perfiles de
expresion de miRNAs de tumores colorrectales, miR-1305 se encontré subexpresado, siendo uno de
los 73 miRNAs que presentaron una diferencia de expresion mayor al doble con respecto al tejido
normal. En el mismo afo, Ali y colaboradores realizaron un perfil de expresién de miRNAs en plasma
de 50 pacientes diagnosticados con cancer de pancreas , que compararon con el perfil de 10
voluntarios sanos, logrando identificando 91 miRNAs diferencialmente expresados, de los cuales 54
de ellos mostraron sobreexpresion, incluido miR-1305. Dos anos después, Uchino y colaboradores
analizaron la expresion de miRNAs en las lineas celulares de cancer de vejiga M-UC-3, 5637, MBT2,
J82 y TCCSUP, para las que se ha reportado pérdida de numero de copias en varios regiones
gendmicas relacionadas con la progresion tumoral y que corresponden a la ubicacion de genes de
miRNAs, incluyendo 4q33-34, cromosoma conde se encuentra el gen de miR-1305. Sin embargo, los
resultados no mostraron reduccion de la expresion de miR-1305. En 2014, Su y colaboradores,
interesados en el papel de los miRNAs en la radioresistencia de células de cancer de esdéfago,
realizaron un microarreglo de miRNAs, con el propésito de detectar miRNAs diferencialmente
expresados entre la linea celular radiorresistente de cancer de esofago KYSE-150R y la linea celular
parental KYSE-150. De los 35 miRNAs diferencialmente expresados, 25 resultaron disminuidos,
incluyendo miR-1305. Recientemente, Tormo y colaboradores, en 2015, analizaron el perfil de
expresion de miRNAs en respuesta al tratamiento con doxorubicina en las lineas celulares de CMTN
MDA-MB-231 y MDA-MB-468, comparandolas con MCF-7, que es una linea celular representativa del
subtipo Luminal A. Obtuvieron 218 miRNAs con un perfil de expresion alterado significativamente, los
cuales fueron agrupados de acuerdo a su expresion por linea celular, expresion compartida entre
ambas lineas de CMTN ; y expresion semejante entre las tres lineas. Los resultados ubicaron a miR-
1305 dentro del grupo de miRNAs expresados en células MCF7. En un estudio realizado por Vaca y
colaboradores, 2015, se identificd que miR-1305 esta desregulado en tumores de pacientes mexicanas
con CMTN, mostrando un nivel de expresion que lo ubicé entre los 10 miRNAs mas sobreexpresados,
incluso por encima de miR-21. Hasta la fecha, no hay estudios que describan el papel de miR-1305 en

la carcinogénesis de ningun tipo de tumor.



Il. JUSTIFICACION

El CMTN es el subtipo mas agresivo de CM, con el peor prondstico y ocurre principalmente en mujeres
jovenes. Debido a la gran heterogeneidad molecular que poseen estos tumores, actualmente no existe
una terapia dirigida disponible, por lo que la quimioterapia continua siendo el principal tratamiento para
esta enfermedad. Sin embargo, este meéetodo es muy toxico y los resultados siguen siendo
relativamente pobres, lo que representa su principal limitacién. Los miRNAs constituyen uno de los
principales mecanismos de regulacion de la expresién genética y estan implicados en las vias de
sefalizacion alteradas en el cancer. Practicamente cada gen supresor tumoral u oncogén esta
sometido a la modulacion de esta clase de pequefios RNAs no codificantes, por lo que representan un
blanco prometedor para el desarrollo de terapias dirigidas y establecimiento de biomarcadores de gran
relevancia en la deteccién, prondstico y prediccion del CMTN. Por lo que, la carecterizacién de la
funcién de los miRNAs en procesos oncogénicos, asi como la validacion de sus genes blancos, es de
gran importancia para el desarrollo de terapias dirigidas, tratamientos y el establecimiento de

biomarcadores de relevancia clinica.



lll. HIPOTESIS

Si miR-1305 se encuentra sobreexpresado en CMTN, entonces este miRNA tendra un efecto positivo
en la proliferaciéon y migraciéon de la linea celular de CMTN MDA-MB-231, funcionando asi como

miRNA oncogénico.



IV. OBJETIVOS

Objetivo general

e Caracterizar la participacion de miR-1305 en procesos oncogénicos en modelos in vitro de

cancer de mama triple negativo.

Objetivos particulares

o Estandarizar la transfeccion de miR-1305 en la linea celular de CMTN MDA-MB-231

e Evaluar el efecto de miR-1305 en la proliferacion de células MDA-MB-231

o Evaluar el efecto de miR-1305 en la migracion de células MDA-MB-231

o Obtener genes blancos predichos para miR-1305 e identificar vias de sefializacion donde estén

involucrados.



V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Estrategia experimental

Estandarizacion de la
transfeccion
en células
MDA-MB-231

Transfeccion de
Mir-1305 en células
MDA-MB-231

MTT Ensayo de la herida

Figura 14. Diagrama de flujo de la estrategia experimental seguida en este trabajo



5.2. Cultivo celular

En el presente estudio se us6 como modelo in vitro de CM tripe negativo la linea celular MDA-MB-231
(Chavez et al, 2010) obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron
cultivadas con medio DMEM/F12 1:1 (Liu et al, 2013) marca gibco suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) marca Corning, en un frasco T-75 e incubadas a 37 °C en una atmésfera con 5% de
CO.,. El medio de cultivo se cambié cada 48 horas. Una vez alcanzada la confluencia del 75%, se retir6
el medio de cultivo y se lavé con 5 mL de PBS 1X, se agregaron 3 mL de verseno y se incubo durante
5 min a temperatura ambiente. En seguida, se agregaron 2 mL de tripsina-EDTA (Tripsina-0.53 mM
EDTA 0.25% (p/v)) marca Corning y se incub6 durante 5 min a 37 °C en una atmdsfera con 5% de
CO,. Posteriormente, se inactivo la tripsina afiadiendo 5 mL de medio DMEM/F12 1:1 suplementado
con 10% de SFB, se resuspendid, se pasaron los 10 mL de suspension celular a un tubo cénico de 50
mL y se centrifugo a 1500 rpm durante 5 min. Posteriormente, se descarto el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla con 3 mL de medio DMEM/F12 1:1 suplementado con 10% de SFB. En
seguida se llevo a cabo el conteo celular con el método de azul tripano y se pasaron a dos frascos T-
75 con una densidad de 1.5 x 10° células por frasco: un frasco fue para trabajar y el otro sirvié para
mantener la linea celular.

5.3. Transfeccion

La transfeccioén es el proceso mediante el cual se introducen acidos nucleicos en células de mamifero,
facilitando su integracion o expresion al disponer de la propia maquinaria celular. Ente las
aplicaciones de este método se incluyen estudios de funcion de genes, modulacién de la expresion
genética y produccién de proteinas recombinantes. El material genético incluido en la célula puede
encontrarse de manera estable o transitoria, dependiendo del método empleado y la naturaleza del
material genético. La transfeccion estable (también conocida como transduccion) ocurre cuando el
gen marcado (transgen) es insertado en el genoma de la célula hospedera, permitiendo la expresion
sostenida del transgen incluso después de las divisiones de las células hospederas. A diferencia de la
transfeccidon estable, en la transfeccion transitoria el material genético no es incorporado al genoma
celular y en consecuencia s6lo se expresa durante un periodo de tiempo muy corto (24-96 hrs)
(Recillas et al, 2006).

Existen varios métodos de transfeccion y cada uno de ellos utiliza diferentes aproximaciones que

deben ser consideradas dependiendo del tipo celular y el propésito. EI método ideal debe tener alta



eficiencia de transfeccion, baja toxicidad celular, efectos minimos sobre la fisiologia normal, facil de
usar y reprpoducible. Con base en lo anterior, los métodos de transfeccion se pueden dividir en
biolégicos (mediado por virus), fisicos (micro inyeccion y electroporacion) y quimicos (fosfato de

calcio, polimeros cationicos y lipofeccion) (Kim et al, 2010).

El método de lipofeccidn es el mas popular debido a su practicidad, eficiencia y costo. Emplea lipidos
cationicos que interaccionan con el DNA o RNA, moléculas que en condiciones fisiolégicas normales
poseen una carga neta negativa, formando complejos de transfeccion (liposomas) por medio de los
cuales pueden introducirse a la célula a través de la membrana plasmatica, que también tiene una
carga neta negativa, por endocitosis, (Dalby et al, 2004). Una vez adentro de la célula, los acidos
nucleicos salen de los liposomas y con ayuda de la maquinaria enzimatica célular, ejercen su funcién

influyendo en el fenotipo de esta.

5.3.1. Estandarizacion de la transfeccion

Para la transfeccion se empledé como reactivo la Lipofectamina 2000 (Invitrogen), que es un lipido
catiénico y en lugar de un miRNA, se usé el siRNA AllStars Hs Cell Death (Qiagen). Este siRNA se
dirige a genes que se expresan de forma ubicua y que son esenciales para la supervivencia de la
célula, ocasionando muerte celular 48 a 96 hrs postransfecciéon que se puede observar mediante
microscopia Optica (giagen.com). Con base en lo anterior, se aplicé el ensayo MTT (ver MTT) con el

propdsito determinar las condiciones 6ptimas para la transfeccion.

Se evaluaron tres concentraciones finales de siRNA AllStars Hs Cell Death, que fueron de 50, 75y
100 nM, Lipofectamina 2000 a volumenes finales de 0.25 y 0.5 uL, una relacién 1:1 volumen-volumen
de miRNA-Lipofectamina, cantidad de células a transfectar en placa de 96 pozos, que consté de 1x10*

y 4x10* células por pozo y periodos de incubacién de 24 y 48 hrs postransfeccion.

Doce horas antes de la transfeccion se sembraron células MDA-MB-231 en una placa de 96 pozos a
la densidad correspondiente en un volumen final de 100 yL de medio DMEM/F12 suplementado con
10% SFB por pozo. El dia de la transfeccion se prepararon los complejos diluyendo 0.25 6 0.5 pL de
siRNA AllStars Hs Cell Death con 24.75 6 24.5 uL de medio Opti-MEM respectivamente. En seguida,
se diluyeron 0.25 6 0.5 L de Lipofectamina 2000 en 24.75 6 24.5 uL de Opti-MEM respectivamente y
se incubo durante 5 min a TA. Transcurrido este tiempo, se mezclaron los 25 yL de miRNA - Opti-
MEM con los 25 pL de Lipofectamina - Opti-MEM y se incub6 durante 20 min a temperatura ambiente

para la formacion de los complejos de transfeccion. A continuacion, se retiré el medio de cultivo del



pozo de la placa, se agregaron los 50 uL de complejos de transfeccion y se incubé a 37 °C durante 6
hrs. Un grupo control con células sin transfectar se establecié al mismo tiempo. Una vez cumplido el
tiempo de incubacion se sustituyeron los complejos por 100 pL de medio DMEM/F12 suplementado
con 10% de SFB. A partir de entonces las placas se incubaron por 24 y 48 hrs respectivamente.

Transcurrido el tiempo de incubacion postransfeccion se realizo el ensayo MTT (ver MTT).

5.3.2. Transfeccion de miR-1305

Con el objetivo de evaluar el efecto de miR-1305 en MDA-MB-231 se utilizaron miRNAs mimics, que
son moléculas sintéticas de RNA duplex con las mismas secuencias de los miRNAs maduros
endogenos y que imitan la funcién de estos. Para la inhibicién se aplicé un miRNA inhibidor (Anti-
miRNA), que es un oligonucledtido anti sentido disefiado con perfecta complementariedad a su
secuencia blanco y con modificaciones quimicas, como la tecnologia de acido nucléico bloqueado
(ANB), que le confieren estabilidad (Lennox et al, 2011).

Para la transfeccion se utilizaron las concentraciones finales de 50 nM, 75 nM y 100 nM de miR-1305
mimic, miR-21 mimic, Control Negativo (cel-miR-67) (miRIDIAN microRNA Mimics, Dharmacon) y miR-
1305 inhibidor (MiIRCURY LNA inhibitor, Exiqon). Las secuencias de los miRNAs maduros para la
sintesis de los mimics se obtuvieron de miRBase (mirbase.org) (Tabla 4). Se empled Lipofectamina
2000 (Invitrogen) a una relacion 1:1 (volumen-volumen) miRNA-Lipofectamina y para diluir ambos

reactivos se utilizé medio Opti-MEM 1X (gibco).

miRNA Secuencia madura

hsa-miR-1305 5-UUUUCAACUCUAAUGGGAGAGA-3
hsa-miR-21-5p (CP) 5-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3
cel-miR-67-3p (CN) 5-UCACAACCUCCUAGAAAGAGUAGA-3

Tabla 4. Secuencias maduras de los miRNAs obtenidas de miRBase.org para la sintesis de los
miRNAs mimics.



Doce hrs antes de la transfeccion se sembraron células MDA-MB-231 en una placa de 96 pozos a un
volumen final de 100 pL de medio DMEM/F12 suplementado con 10% SFB por pozo. El dia de la
transfeccion se prepararon los complejos diluyendo 0.25 pL de miRNA mimic, CN o inhibidor con 24.75
ML de Opti-MEM. En seguida, se diluyeron 0.25 uL de Lipofectamina 2000 en 24.75 uL de Opti-MEM
y se incubo durante 5 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se mezclaron los 25 L
de miRNA - Opti-MEM con los 25 pL de Lipofectamina - Opti-MEM vy se incubd durante 20 min a
temperatura ambiente para la formacion de los complejos de transfeccién. A continuacion, se retird el
medio de cultivo del pozo de la placa y se agregaron los 50 uL de complejos de transfeccion y se
incub6 a 37 °C en una atmoésfera con 5% de CO2 durante 6 hrs. Una vez cumplido el tiempo de
incubacién se sustituyeron los complejos por 100 uL de medio DMEM/F12 suplementado con 10% de
SFB. A partir de entonces las placas se incubaron por 48 hrs a 37 °C en una atmodsfera con 5% de

CO2. Cumpliéndose este periodo, se realizo el ensayo subsecuente.

5.4. Determinacion de la viabilidad celular

Con el objetivo de determinar el efecto de miR-1305 en la proliferacion de células MDA-MB-231 se
realizé el ensayo de MTT. Este método se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan, realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa, permitiendo determinar la viabilidad mitocondrial de las células tratadas.
Puede ser utilizado para medir citotoxicidad y proliferacién celular ya que la cantidad de células vivas
es proporcional a la cantidad de formazan producido. Los resultados pueden ser leidos en un lector de
microplacas (espectrofotdmetro) y muestra un alto grado de precisién. Las principales ventajas de este
ensayo colorimétrico son su rapidez, precisidn y que no requiere el uso de algun radioisétopo
(Mosmann et al,1983).

Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pozos y se sembré a una densidad celular de 1x10*
células por pozo. Una vez cumplido el tiempo de incubacion postransfeccion, se removié el medio de
las placas, se afiadieron 150 uL de solucion MTT 5 mg/mL-DMEM/F12 1:20 por pozo, a fin de obtener
una concentracion final de MTT por pozo de 0.25 mg/mL y se incubé durante 2 hrs a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO,. En seguida, se descarté el medio, se agregaron 150 uL de isopropanol
grado molecular por pozo y se incubo en oscuridad a temperatura ambiente por dos horas para la
disolucion de los cristales de formazan. Posteriormente, las placas fueron leidas en un lector de

microplacas marca Thermo Labsystems, modelo Multiskan Ascent, a una longitud de onda de 570 nm.



5.5. Evaluacién de la migracién celular

Con el objetivo de evaluar el efecto de miR-1305 en la migracién de células MDA-MB-231 se realizé el
ensayo de la herida. Es un método simple y econdémico para estudiar la migracion celular in vitro. Se
basa en la observacion de que, luego de la creacion de una nueva grieta, llamada “herida” o
‘rayadura”, en una monocapa celular confluente, las células en el borde de la nueva grieta se moveran
hacia la abertura para cerrar la “rayadura” hasta que los nuevos contactos célula-célula se establezcan
de nuevo (Liang et al, 2007). Los pasos basicos implican la creacion de la "herida" en una monocapa
de células, la captura de las imagenes al principio y a intervalos regulares durante la migracion celular
para cerrar la herida, y la comparacion de las imagenes para cuantificar la tasa de migracion de las

células (Rodriguez et al, 2005).

En este estudio se hicieron modificaciones al protocolo propuesto en 2007 por Liang y colaboradores,
llevandose a cabo el ensayo en placas de 96 pozos con el propdsito de tomar un sélo campo
correspondiente a una sola foto por pozo (area del pozo= 0.5 cm?) y se obtuvieron las fotos en un

camara conectada a un microscopio de campo claro invertido.

Se sembré a una densidad celular de 2.5x10* células por pozo. Doce hrs después, se efectud la
transfeccion y se incubo durante 48 hrs (ver transfeccion). En seguida, se realizaron las rayaduras a
cada pozo usando una micropipeta con punta de 200 uL y un porta-objetos estéril como apoyo para
lograr heridas verticales rectas. Posteriormente, se retiro el medio de los pozos, se lavaron con 100 pL
de PBS 1X y se agregaron 100 pL de medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB. Luego de lo
anterior, se tomaron fotos correspondientes a las 0, 24 y 48 horas, una foto por pozo a un aumento
de 4X en un microscopio invertido de campo claro Leica, modelo DMIL LED. Las imagenes se

procesaron mediante el programa TScratch que calcula el porcentaje del area abierta de la herida.

5.6. Analisis estadistico

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, en todos los ensayos se
aplico la prueba de ANOVA unifactorial para determinar si hubo diferencias significativas entre los
grupos Yy la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todas las demas. Todos los
ensayos se ralaizaron 3 veces con n= 3 y el nivel de significancia fue de p<0.05. Ambos analisis se

realizaron con el programa GraphPad Prism 5.



5.7. Analisis in silico

Con el objetivo de obtener genes blancos predichos para miR-1305 e identificar las vias de
sefalizacién donde participan, se realizé un andlisis in silico, mediante las bases de datos disponibles
en linea, targetScan y DAVID. TargetScan se utilizé con el proposito de buscar los genes blancos
predichos para miR-1305 y para ubicar en cuales vias de sefalizacién participan estos genes se
emple6 DAVID.



VI. RESULTADOS

6.1. Estandarizacion de la transfeccion

Para poder determinar el efecto de miR-1305 en la proliferacion y migracion de células MDA-MB-231,
primeramente se llevo a cabo la estandarizacién de la transfeccion con Lipofectamina 2000 usando el
siRNA AllStars Hs Cell Death, con el propésito de provocar muerte celular que se evaludé mediante la
aplicacion del ensayo MTT. Se determind que las condiciones Optimas de transfeccién son: un
volumen final de Lipofectamina 2000 que no afectara la viabilidad en comparacion al control de células
sin tratamiento, la concentracion fina de siRNA que ocasionara mas muerte celular y un periodo de
incubacién postransfeccién en el cual se observara el mayor efecto de la concentracién final del
siRNA, es decir, donde se presentara el valor de densidad 6ptica (DO) mas bajo, demostrando que
efectivamente hubo transfeccion y el siRNA entré a las células. Lo anterior se probé en 10 mil y 40 mil
células, ya que es el numero de células que se necesita para la realizacion de los ensayos posteriores
con miR-1305, MTT y ensayo de la herida, respectivamente. Como se observa en la Figura 14, a las
24 horas postransfeccion, en 10 mil células, con un volumen de 0.5 uL de Lipofectamina se presenté
la mayor disminucion de la viabilidad en los grupos tratados con siRNA, siendo significativa al
compararla con el grupo control s/t . Para 40 mil células, la disminucion de la viabilidad mas
significativa, de los grupos tratados con siRNA, también se observé con 0.5 pL de Lipofectamina, entre
el grupo control s/t en comparacién con 75 y 100 nM de siRNA. Sin embargo, con esta cantidad de
células los valores de DO fueron mayores a 1.25, que es el valor mayor del intervalo que debe
alcanzar la lectura correspondiente a las células sin tratamiento (van Meerloo et al, 2011). Por otra
parte, como se muestra en la Figura 15, a las 48 hrs postransfeccion, en 10 mil células, la disminucién
de la viabilidad de los grupos tratados con siRNA, al compararlos con el control s/t y el control tratado
con lipofectamina, fue tres veces significativa con ambos voliumenes de Lipofectamina, observandose
mayor efecto de los grupos tratados con siRNA en las células tratadas con 0.5 pL de Lipofectamina.
Sin embargo, con esta cantidad de lipofectamina, la viabilidad del grupo tratado con Lipofectamina
disminuye respecto al control s/t, lo que no ocurre con las células en las que se emplearon 0.25 L de
Lipofectamina. En 40 mil células, usando 0.5 uL de Lipofectamina, se obtuvo la mayor disminucién de
la viabilidad de los grupos tratados con siRNA, que fue tres veces significativa en comparacion con el
control s/t y el control tratado con Lipofectamina. Sin embargo, esta cantidad de células de nuevo
proporciond valores de DO superiores a 1.25. Curiosamente, en este ensayo no hubo diferencias

significativas entre ninguna de las tres concentraciones de siRNA. Con base en lo anterior, se



determiné que un volumen final de 0.25 uL de Lipofectamina y 48 hrs de incubacion postransfeccion,
son las condiciones optimas para llevar a cabo la transfeccién de miR-1305 y posteriormente evaluar
su efecto en la proliferacion celular con el ensayo de MTT. Como no hubo diferencias significativas
entre las tres concentraciones de siRNA, se decidié volver a probar las mismas tres concentraciones
en los ensayos posteriores. Estas mismas condiciones se emplearon para realizar el ensayo de la
herida ajustando la cantidad de células a 25 mil, con la finalidad de obtener una confluencia celular

aproximadamente del 100% al momento del ensayo.
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Figura 14. Ensayo de MTT en MDA-MB-231 24 horas postransfeccién de siRNA AllStars Hs Cell
Death. Se probaron las concentraciones finales de 50, 75 y 100 nM de siRNA (barras azules) y 0.25 y
0.5 pL Lipofectamina 2000 en 10 mil y 40 mil células. *p<0.05.
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Figura 15. Ensayo de MTT en MDA-MB-231 48 horas postransfeccion de siRNA AllStars Hs Cell
Death. Se probaron las concentraciones finales de 50, 75 y 100 nM de siRNA (barras azules) y 0.25 y
0.5 pL Lipofectamina 2000 en 10 mil y 40 mil células. *p<0.05.



6.2. Ensayo MTT

Con el objetivo de evaluar el efecto de miR-1305 en la proliferacién celular en MDA-MB-231, se realizé
el ensayo MTT 48 horas después de la transfeccion. Como se observa en la Figura 16, a excepcion del
control de Lipofectamina, todos los tratamientos tuvieron diferencias significativas con respecto al
control s/t. Sin embargo, hubo una leve disminucion de la proliferacion en el control de Lipofectamina
en comparacién con el control s/t, pero no fue significativa. No se observaron diferencias significativas
en los valores de DO de ninguno de los tratamientos con respecto al control de Lipofectamina o al
control negativo (CN), por lo cual se concluy6é que miR-1305 no tuvo efecto en la proliferacion celular
en MDA-MB-231.
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Figura 16. Ensayo de MTT en MDA-MB-231 transfectadas con miR-1305. Se probaron las
concentraciones finales de 50, 75 y 100 nM de miR-1305 (turquesa), miR-1305 inhibidor (azul), control
negativo (CN, morado) y miR-21 (control positivo, rojo). miR-1305 no tuvo efecto significativo en la
proliferacion celular. *p<0.05.



6.3. Ensayo de la herida

Con el objetivo de evaluar el efecto de miR-1305 en la migracion de células MDA-MB-231, se llevé a
cabo el ensayo de la herida 48 hrs después de la transfeccion y se procesaron las fotos tomadas de la
herida a las 0, 24 y 48 hrs mediante el programa TScratsh (Figura 17). Como se muestra en la Figura
18, 24 hrs después de la realizacién de la herida, las Unicas diferencias significativas en el porcentaje
de cierre de la herida se presentaron entre las concentraciones de miR-1305 mimic, donde hubo una
muy leve disminucién del porcentaje de cierre de la herida en las concentraciones de 75y 100 nM con
respecto a la de 50 nM; y en 100 nM de miR-1305 mimic en comparaciéon con 100 nM de su inhibidor.
Sin embargo, no hubo diferencias significativas de ninguno de los tratamientos en comparacion con el
grupo control s/t, control de Lipofectamina o con alguna de las concentraciones del control negativo
(CN). Po otra parte, a las 48 hrs después de haber realizado la herida, el porcentaje de cierre de esta
fue del 100% en todos los controles y tratamientos, por lo cual se concluye que miR-1305 no tuvo
efecto en la migracion de MDA-MB-231.
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FIGURA 17. Imagen representativa del ensayo de la herida en células MDA-MB-231 transfectadas. Se

muestran fotos a las 0, 24 y 48 hrs después de la realizacion de la herida.
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Figura 18. Ensayo de la herida en MDA-MB-231 transfectadas con miR-1305. Se probaron las
concentraciones finales de 50, 75 y 100 nM de miR-1305 (turquesa), miR-1305 inhibidor (azul), control
negativo (CN, morado) y miR-21 (control positivo, rojo). Se observan las gréaficas correspondientes a
24 y 48 hrs luego de la realizacion de la herida. miR-1305 no tuvo efecto significativo en el cierre de la
herida. *p<0.05.

6.4. Analisis in silico

En el andlisis in silico realizado a través de las bases de datos targetScan, con la cual se buscaron los
genes blancos de miR-1305, y DAVID, base de datos que analizé las vias de sefalizacion donde
participan estos genes, se obtuvieron genes implicados en la respuesta inmune innata, tales como
CXCL1, IL8, CXCL10, CXCL11, CCL8, CCL18, IL23A, IL2RA, IL2RB, GHR, HGF, KITLG, IL22RA2,
IL26, EGFR, SF11A TNFSF18, ACVR2, IL1A, IL18R1 y IL8RB. Genes que participan en la via de
sefalizacién de p53 como TP53, MDM2, ATM (Biocarta), GADD45, p53R2, CDK4/6, CDK2, Siah,
ciclina G y Siahl. Genes implicados en el desarrollo de melanoma, incluyendo GF, RTK, PI3K, TP53,
MDM2 y CDK 4/6. Genes para la regulacion de ciclo celular como TP53, MDM2, ATM, GADD45 y



WEE1 (KEGG 2015, Biocarta). Genes que relacionados con hipoxia, incluyendo algunos ya
mencionados como TP53, MDM2, GADD45, ATM y HSP70 (Biocarta). Entre sus blancos también se
encuentran genes involucrados en el trafico de vesiculas asociadas al aparato de Golgi, a través de la
membrana, tales como ARF1, SEC24D, AP1S2, ARCN1, CLTC y VAMP7 (Reactome) (Figura 19).
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Figura 19. Genes blancos predichos para miR-1305 y rutas de sefalizacién implicadas



VII. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue caracterizar el papel de miR-1305 en procesos oncogénicos en
modelos in vitro de CMTN. Especificamente, se evalud el efecto de miR-1305 en la proliferacion y
migracion de la linea celular de CMTN MDA-MB-231. Para lo anterior, se aplicod el ensayo MTT vy se
realizé el ensayo de la herida respectivamente. Los resultados de ambas pruebas indicaron que miR-
1305 no tuvo efecto en estos procesos, lo que sugiere que este miRNA no patrticipa en estos eventos,
al menos en MDA-MB-231. Dada la heterogeneidad de este tipo de tumores de mama, la evaluacion
de miR-1305 en lineas celulares representativas de alguno de los otros subtipos de CMTN propuestos
por Lehmann y colaboradores en 2011, podria darnos un panorama mas completo del desempefio de
este miRNA en la proliferacién y migracion en carcinomas TN. Ademas de haber empleado un unico
modelo de CMTN, en este estudio también nos limitamos a analizar Unicamente dos procesos
carcinogenéticos. Como no se han realizado estudios para caracterizar la funcion de miR-1305, asi
como para validacién de genes blancos, los resultados del analisis in silico de miR-1305 en targetscan
conciernen solamente a blancos predichos. Estos forman parte de diversas vias de sefializacion. Las
mas relevantes para CM corresponden a la via de p53 y ciclo celular, las cuales estan estrechamente
vinculadas; la sefalizacion en respuesta a hipoxia y genes que también estan relacionados con
melanoma. En las cuatro rutas anteriores se encontraron genes especificos para cada una, asi como
genes en comun entre ellas. También se encontraron blancos en rutas implicadas en otro tipo de
procesos que contribuyen a la progresion tumoral, como la respuesta inmune innata y el trafico de
vesiculas, relacionadas con el aparato de Golgi, a través de la membrana plasmatica. La mayor
cantidad de blancos de miR-1305 en todas las vias analizadas en este estudio, se presentaron en la
respuesta inmune innata, encontrandose 21 genes, y mas precisamente, en la respuesta inflamatoria
(Figura 19). De estos, cuatro genes (CXCL1, CXCL10, CXCL11, IL8) codifican para quimiocinas,
agentes quimiotacticos que atraen a los leucocitos al citio de infeccidon y propician la intra y
extravasacién, asi como la angiogénesis. Se ha demostrado que estas moléculas juegan un papel muy
importante en la progresion, metastasis y quimioresistencia del CM. CXCL1 es una citoquina
quimiotactica que regula la progresiéon del cancer de mama y quimioresistencia (Zou et al, 2014).
Constituyen una red paracrina, junto con el CXCL2, que media la metastasis de pulmén y
quimioresistencia en cancer de mama (Acharyya eta al, 2012). La sefalizacion CXCL10/CXCR3
interviene en las interacciones paracrinas y autécrinas entre células tumorales y estromales, que
promueven el crecimiento tumoral, migracion y metastasis (Wightman et al, 2015), mediante la
induccion de las vias de senalizaciéon survivina, B-catenina, MKP-1 y MMP-1 (Ejaeidi et al, 2015).

Ademas, la interaccion de CXCL11 con sus respectivos receptores, CXCR3 y CXCR7, promueve la



invasion en CM a través de la activaciéon de la expresiéon de metaloproteinasas de matriz (MMP), como
MMP-1, MMP-13, MMP-2 y MMP-9 (Mosley et al, 2009). IL-8 es otro factor quimiotactico cuyo gen
(CXCLS8) es blanco de miR-1305. Se ha reportado que la sefalizacién de IL-8 tienen un papel muy
importante en la EMT en CM y cancer de pulmén (Fernando et al, 2011). La relevancia clinica de IL-8
se exhibié en el trabajo de Rody y colaboradores, quienes propusieron un radio de alta presencia de
células B y una baja actividad de IL-8, como un marcador de pronéstico favorable en CMTN, ademas
de resaltar la inhibicion de la ruta de esta interleucina como un blanco terapéutico atractivo (Rody et
al, 2011). Otro estudio demostré que las células de CM en el borde anterior del tumor, presentan los
niveles mas altos de expresién de IL 8, en comparacién con las células residentes en el tumor,
estimulando la migracién, invasién, intravasacion y metastasis (Patsialou et al, 2012). Entre los genes
blancos de miR-1305 que participan en el trafico de vesiculas asociadas al aparato de Golgi, VAMP7
esta implicado en la fusidon de vesiculas de transporte con sus membranas blanco. Por otra parte,
ARCNL1 (archainl), AP1S2 y CLTC codifican para proteinas clatrina-asociadas (ncbi.nlm.nih.gov 2015).
Las clatrinas son proteinas que recubren las vesiculas de transporte facilitando su endocitosis y
exocitosis. Los exosomas son vesiculas secretadas por todos los tipos celulares. En su interior
contienen proteinas y acidos nucléicos. Estas vesiculas son liberadas al ambiente extracelular y
pueden ser absorbidas por células receptoras. Se ha demostrado que las células cancerigenas, como
MDA-MB-231, secretan miRNAs oncogénicos mediante este tipo de transporte (Zou et al, 2014).
Recientemente, en un estudio realizado por Melo y colaboradores, se encontré que los exosomas
producidos por células de CM, ademas de portar miRNAs, contienen los elementos responzables de la
maduracién de miRNA en citoplasma, como Dicer, TRBP, AGO2, lo que sugiere que el miRNA es
incluido en la vesicula como pre-miR y dentro de esta, lleva a cabo su maduracién. Estos miRNAs
influyen en las células sanas, cambiando su transcriptoma, promoviendo su tumorigénesis (Melo et al
2014). De acuerdo a la funcion de todos estos genes en las vias antes mencionadas, miR-1305 podria
fungir como un miRNA supresor tumoral, ya que la cantidad de genes blancos supresores es mucho
menor, como el caso de TP53, WEEL y ATM. Esta observacion descarta la hipétesis planteada en este
estudio, sugiriendo que miR-1305 podria desempefiar un papel de miRNA supresor de tumores en
células MDA-MB-231.



VIIl. CONCLUSIONES

1. Se llevd a cabo la estandarizacién de la transfeccién, en donde se determinaron las
condiciones Optimas para este ensayo.
Se llevd a cabo la transfeccion de miR-1305 en células MDA-MB-231.
Se realizaron los ensayos de MTT y de la herida en células MDA-MB-231, con los que se
evaluo la proliferacion y migracién respectivamente.

4. En el modelo de la linea celular MDA-MB-231 se observé que miR-1305 no tiene efecto en la

proliferacion ni en la migracion.



IX. PERSPECTIVAS

Es necesario hacer estudios enfocados en la evaluacién de miR-1305 en otros procesos oncogénicos,
como la invasion, metastasis e interaccion con el microambiente tumoral, en células MDA-MB-231 y en
otras lineas celulares de CMTN. De gran importancia y para entender la funcion de miR-1305 en los
procesos mencionados, es imprescindible evaluar su expresion endogena y diferencial en esta linea
celular, asi como en modelos de CM ER-positivos (MCF-7) y en células de mama normal (MCF-10), y
realizar experimentos con el objetivo de validar sus genes blanco, que actualmente sélo estan
predichos, implicados en la progresion del CMTN. Esto permitira identificar blancos moleculares para
el desarrollo de terapias dirigidas y el establecimiento de biomarcadores para esta heterogénea

enfermedad.
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