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IV. RESUMEN

El cancer de mama (CaM) representa una de las principales causas de mortalidad
en Meéxico y en el mundo. Es una enfermedad heterogénea tanto en su
presentacion clinica como molecular. En la actualidad, se han realizado esfuerzos
para identificar posibles biomarcadores que permitan mejorar el diagndstico y
pronéstico del CaM. BIK es una proteina que participa en la regulacion de la
apoptosis, ha sido identificada en el nucleo de la linea celular MDA-MB-231
(M231) y se ha determinado que interacciona con el DNA, incluyendo la region
genomica del microRNA-137. De acuerdo con esto, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar la expresion del miR-137 y comenzar a identificar la funcion de BIK en
la linea celular M231. La expresion de los mMRNAs de ciertos marcadores
moleculares de la linea M231 (para validar el modelo de estudio) y la expresion del
miR-137 y de BIK se determin6 por gPCR; las vias de sefalizacion
potencialmente reguladas por el miR-137 se predijeron con la base de datos
DIANAmMIRPAth. Los marcadores epiteliales CDH1 y EPCAM mostraron,
respectivamente, una disminucion de -6 + 0.3 veces y -5.7 £+ 1.4 veces en su
expresion en las células M231 en comparacion con las células HMEC. En
contraste, los marcadores de la TEM, VIM y SNAI1, estuvieron mas expresados
(14 £ 5.4y 9 + 4.8 veces) en M231 que en HMEC. La expresion del miRNA-137
fue 3 + 0.02 veces menor en la linea M231 que en la linea HMEC y por el
contrario, la expresion de BIK fue mayor (0.66 + 0.13) en contraste con HMEC.
Las predicciones bioinformaticas mostraron que los genes blanco (predichos y

validados) del miR-137 participan principalmente en la via de las MAPK y en vias

VIl



que regulan la pluripotencia de células troncales. En conclusion, las células M231 -
usadas en este estudio- tienen los rasgos moleculares reportados previamente
para esta linea por Cahall (2015) y Prat (2010). Ademas, se encontré que la
disminucién del miR-137 podria estar relacionada con la malignidad de la linea
celular M231, al regular vias de sefalizacion (MAPK y pluripotencia) relacionadas
con el control del ciclo celular. Por altimo, la posible funcion de BIK como factor de

transcripcion que regula al miR-137 tiene que ser posteriormente estudiada.

Palabras clave: Cancer, MDA-MB-231, microRNAs, miR-137, BIK, ciclo celular.
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V. ABSTRACT

Breast cancer (BC) is one of the greatest causes of mortality among women. This
cancer is a highly heterogeneous group of diseases that show diverse clinical and
molecular characteristics. Currently, many efforts have been made to identify
possible biomarkers that improve the BC diagnosis and prognosis. BIK (BCL2-
Interacting Killer (Apoptosis-Inducing)), a protein that has a role in the apoptosis
induction, has been identified inside the nucleus of MDA-MB-231 (M231) cells and
it interact with DNA, including the microRNA-137 genomic region. Based on this,
we characterized the miR-137 expression and started the identification of BIK
function in the cell line M231. The mRNA expression of certain molecular markers
for M231 and for both miR-137 and BIK, was evaluated by gPCR. Also, prediction
of the biological pathways where this miRNA could be involved were identify with
the DIANA-miRPath application. The Epithelial markers CDH1 (Cadherin 1) and
EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) showed, respectively, a -6 = 0.3 and -
5.7 + 1.4 fold decrease in their expression in the M231 cells compared to HMEC
cells. In contrast, EMT (Epithelial-mesenchymal transition) markers, VIM (Vimentin)
and SNAIL1 (Snail Family Transcriptional Repressor 1), were overexpressed (14 +
5.4 and 9 + 4.8 fold increase) in the M231 cells relative to HMEC. The miR-137
expression was 3 + 0.02 fold decreased in the M231 cells compared to HMEC. On
the other hand, the BIK expression was 0.66 + 0.13 fold increase in the cells M231
in comparison to HMEC. Predictions showed that validated and predictable targets
participated mainly in the MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) signaling

pathway and in signaling pathways regulating pluripotency of stem cells. In

IX



conclusion, our data indicated that the M231 cells —used in this study- have the
molecular features previously reported for this cell line. In addition, the decrease in
the miR-137 expression could be related to the malignancy of the cells M231 by
regulating signaling pathways (MAPK and pluripotency) associated with cell cycle
regulation. Finally, the involvement of BIK as transcription factor by regulating the

miR-137 expression remains to be demonstrated

Key words: Breast cancer, MDA-MB-231, microRNAs, miR-137, BIK, cell cycle.



1. INTRODUCCION

El CaM representa uno de los principales desafios en salud publica, al ser una de
las principales causas de mortalidad en mujeres tanto en México como en el
mundo. Uno de los principales retos clinicos es la deteccién temprana y la
clasificacion molecular adecuada del tipo de céncer para la aplicacion del
tratamiento correcto.

La linea celular de CaM MDA-MB-231 (M231) presenta una alta capacidad
invasiva y metastasica. Recientemente, se identificd que la proteina proapoptotica
BIK se localiza en el nucleo e interacciona fisicamente con regiones codificantes y
no codificantes del genoma de las células M231, especificamente en regiones
donde se localizan varios genes de microRNAs (1,2).

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no codificantes que actian
como reguladores de la expresiobn génica a nivel post-transcripcional.
Recientemente, se han identificado cambios aberrantes en los patrones de
expresion de los microRNAs que ayudan a clasificar molecularmente los tumores

mamarios (3,4).

El miRNA 137 se ha descrito como un supresor de tumores en varios tipos
de cancer, como por ejemplo en melanoma, osteosarcoma, gliomas pediatricos,
cancer de lengua, pulmén, ovario, tiroides y gastrico (5-10) El estudio del miRNA
137 podria generar informacién relevante para dilucidar algunos de los
mecanismos moleculares involucrados en la invasién y metastasis de la linea

celular de CaM MDA-MB-231 y podria utilizarse como un posible biomarcador



para el diagnéstico y/o prondstico de pacientes y para el desarrollo de tratamientos

especificos para cada subtipo molecular de CaM.

1.1 Cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades que, a nivel clinico, se
clasifican de acuerdo con los tipos celulares que las originan, a la edad en la que
aparecen, a la tasa de crecimiento, la capacidad de invasion, la prognosis y la
respuesta al tratamiento (11). Molecularmente, todas estas enfermedades se
caracterizan por una alteracibn en multiples procesos bioldgicos que se
denominan ‘hallmarks’ o capacidades esenciales que las células deben adquirir

para que se lleve a cabo la transformacion maligna (Figura 1) (12).

5 Evasion de
Seiiales sefiales
sostenidas de supresoras de
proliferacion crecimiento

Evasion de
la destruccion
inume

Evasion de la reOtf'::‘;?Io
muerte celular replicativ
ilimitado

Promocion de la
inflamacion

Inestabilidad

genomicay

mutacion en el tumor
Potencial Potencial
angiogénico invasivo y

metastasico

Figura 1. Hallmarks esenciales para la carcinogénesis. Tomado y modificado de Hanahan y
Weinberg (2011).



El cancer puede ser causado por factores externos tales como la exposicion a la
luz UV, el tabaco, organismos infecciosos (bacterias o virus), una dieta poco
saludable (11), asi como por factores internos como son las mutaciones genéticas
heredadas, hormonas, condiciones inmunes y cambios epigenéticos (alteracion de
los patrones de metilacion del DNA) (11). El riesgo de desarrollar cualquier tipo de
cancer aumenta con la edad, ya que se tiene un tiempo de exposicidbn més largo a
los distintos factores de riesgo, ademas de que los mecanismos de reparacion

celular van perdiendo su eficacia con la edad (13).

1.2 Cancer de mama

1.2.1 Epidemiologia del cancer de mama
El CaM es el segundo cancer mas frecuente en el mundo y en particular, es el
cancer mas frecuente entre las mujeres, con un aproximado de 2 millones de
casos nuevos diagnosticados en el 2018 (24.2% de todos los tipos de cancer)
siendo la principal causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial
(626,679 muertes) (14).

En regiones desarrolladas es la segunda causa de muerte (198.000
muertes, 15%, Figura 2A), por cancer, y la primera causa de muerte en mujeres de

regiones menos desarrolladas (324.000 muertes, 14%, Figura 2B) (14).



A. Namero estimado de muertes (mujeres) en regiones desarrolladas

Otros Pulmon

377989 (29%) 209 853 [16%)
Ovario Mama
65904 (5.1%) 197 618 (15%)

@

Estomago 157 768 (12%)
68 044 (5.39%G)

Total : 1 286 961

B. Nimero estimado de muertes (mujeres) en regiones menos desarrolladas

Otros Mama
631 436 (28%) 324 289 (14%)

Pulmon
281 364 (12%)

A
f v Cérvix

230 158 (10%)

Esdfago
103 703 (4.6%)

Colorectal
162 526 (7.2%)

Total : 2 261 229

Figura 2. Principales causas de mortalidad asociadas a cancer en mujeres. A: Regiones
desarrolladas. B: Regiones menos desarrolladas. [Tomado y modificado de Globocan, 2018

(globocan.iarc.fr)]

En los paises desarrollados, la mayoria de los casos de CaM son detectados
tempranamente, por lo que el prondstico de los pacientes frecuentemente es
favorable. Por el contrario, en los paises menos desarrollados los casos se
diagnostican en estadios patolégicos mas avanzados y, por ende, la tasa de

supervivencia es menor (13).



De acuerdo al INEGI (2014) en México el CaM ocupa el tercer lugar en
causas de mortalidad después de enfermedades del corazén y de diabetes
mellitus, y el primer lugar en mortalidad por cancer (15).

La mayor incidencia de CaM ocurre en mujeres mayores de 45 afios, siendo
en el grupo de 60 a 64 afios donde se concentra el mayor numero de casos
nuevos (68 por cada 100,000 mujeres en ese grupo de edad). Los estados de
Campeche (117.15), Colima (94.24), Aguascalientes (63.33) y Veracruz (62.36)

son los estados con el mayor numero de casos nuevos de CaM (Figura 3) (16).

Estados Unidos Mexicanos
28.90

De8.77a15.15
De 18.00 a 18.32
De 22.81a 2740
Il De3101a3658
BN De39.11a117.15
Figura 3. Tasa de incidencia en México de CaM, por estados, por cada 100 mil mujeres
mayores de 20 afios. [Tomado y modificado del INEGI

(http://www.inegi.org.mx/saladeprensa/aproposito/2015/mama0.pdf)]

Por su parte, las tasas de mortalidad por CaM se incrementan conforme aumenta

la edad: la tasa de mortalidad mas alta se ubica en las mujeres mayores de 80



afos, en donde 63 de cada 100,000 mujeres fallecen cada afio (16). Los estados
con mayor mortalidad por CaM son Coahuila (24.2), Sonora (22.6) y Nuevo Ledn

(22.4) (Figura 4) (17).

Estados Unidos Mexicanos
14.35

De 7.65a 1047

De 11.30a 13.26
De 13.989 a3 15.32
De 16.57 a 17.30
De 18.16 a 20.92

Figura 3. Tasa de mortalidad en México de CaM, por estados, por cada 100 mil mujeres
mayores de 20 afios. [Tomado y modificado del INEGI

(http://www.inegi.org.mx/saladeprensa/aproposito/2015/mamaO0.pdf)]

1.2.2 Cancer de mama hereditario
Alrededor del 5-10% de los casos de CaM son de origen hereditario (el 90%
restantes son esporadicos), y se definen por la apariciéon de casos de CaM y de
ovario en una edad inferior a los casos de cancer esporadicos (<30 afios), asi
como casos de tumores bilaterales (en ambas mamas) entre familiares cercanos

(18).



Los dos genes mas comunmente mutados (1 de cada 300-500 personas)
en el CaM y ovario hereditario (HBOC) son los genes supresores de tumores
BRCA1 (BRCAL, asociado a reparacion de DNA) y BRCA2 (BRCA2, asociado a
reparacion de DNA) (19). Estos genes estadn localizados en el las regiones
cromosomicas 17921 y 13gl2, respectivamente. Ambos genes se heredan de
forma autosdmica dominante (Figura 5) y codifican para fosfoproteinas nucleares
que tienen una funcién importante en el mantenimiento de la estabilidad genémica,

al participar en la via de reparacion homéloga de la ruptura de doble cadena del

DNA (20).
Padre Madre
afectado no afectada
om | 4]

B No afectado

|| Afectado
Il\ % \
n] | [ ] | mu o] |
Hijo Hija no Hijo no Hija
afectado afectada afectado afectada

Figura 5. Herencia autosémica dominante de los genes BRCA 1/2. [Tomado y modificado de la

Biblioteca Nacional de Medicina US (https://ghr.nlm.nih.gov/condition/breast-cancer#inheritance)]



Para ambos genes se han descrito una gran cantidad de variantes
transcripcionales que estan asociadas con los casos de HBOC (20): las mujeres
que portan mutaciones en el gen BRCA1 6 BRCAZ2 tienen un 65-80% de riesgo de
desarrollar CaM y un 20-45% de desarrollar cancer de ovario (19).

Ademés de las mutaciones en BRCA 1 y 2, existen otras alteraciones
moleculares que pueden conducir al desarrollo de CaM. Por ejemplo, en el
sindrome de Li-Fraumeni se encuentra mutado el gen supresor de tumores p53
localizado en el cromosoma 17p, esta alteracion se hereda de forma autosémica
dominante con alta penetrancia y supone un riesgo para el desarrollo de multiples
neoplasias, como osteosarcomas, tumores cerebrales y cancer de mama (18).
Otro ejemplo es la enfermedad de Cowden, también de herencia autosémica
dominante pero con baja penetrancia, en donde el gen mutado es un PTEN
(Fosfatasa y homélogo de tensina) localizado en la region gendmica 10923, lo cual

lleva a un riesgo elevado de desarrollo de cancer de mama y tiroides (18).

1.2.3 Biologia molecular del cancer de mama
Actualmente, el CaM se clasifica molecularmente en cinco subtipos (Tabla 1); esto
es con base en la expresion génica de los receptores de estrégeno (ER),

progesterona (PR) y del factor del crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (21).

Tabla 1. Clasificacion molecular del CaM.

Clasificacion Inmunoperfil Otras caracteristicas
Luminal A ER*, PR*-, HER2-  Ki67 bajo, a menudo sensible a la quimioterapia
Luminal B ER*, PR*-, HER2* Ki67 alto, variable a la quimioterapia.



Basal ER-, PR, HER2- EGFR* y/o citoqueratina 5/6*, Ki67 alto, a menudo
sensible a la quimioterapia

Claudin-low ER-, PR, HER2-  Ki67 bajo, E-cadherina, claudinas 3,4 y 7 a la baja;
respuesta intermedia a la quimioterapia

HER2 ER-, PR, HER2* Ki67 alto, reactivo a la quimioterapia.

Recientemente, se describié el subtipo ‘claudin-low’, que inicialmente estaba
incluido en el subtipo basal o “triple negativo” (TNBC), el cual no expresa ninguno
de los receptores mencionados anteriormente (ER/PR/HER2’) y que posee una
baja expresion de las claudinas 3, 4 y 7 (CLDN3, CLDN4, CLDN7) (22,23).
Asimismo, este subtipo tiene una baja expresion de Ki67 (marcador de
proliferacion Ki-67) y un enriguecimiento de marcadores asociados con la
transicion epitelio-mesenquima (TEM): Caderina 2 (CDH2), molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM1), vimentina (VIM) y el represor transcripcional de la familia
Snail 1 (SNAI1) (24,25).

Las claudinas son proteinas que estan involucradas en las uniones
estrechas de las células epiteliales (23). CDH2 es una proteina de adhesion
célula-célula dependiente de calcio y es indicativa de invasion y metastasis (24).
ICAM1 es otra molécula de adhesion que estd involucrada en la metastasis,
debido a que controla el movimiento de las células a través de la matriz
extracelular (24).

Lo anterior indica que este subtipo molecular se caracteriza por ser
altamente invasivo y metastasico, ya que presenta modificaciones importantes en

la expresion de moléculas involucradas en la adhesién celular. Las lineas



celulares MDA-MB-231, BT549, Hs578T y SUM1315 se clasifican dentro de este

grupo y son un excelente modelo para estudiar este subtipo de CaM (21).

1.2.4 Linea celular MDA-MB-231
La linea celular de MDA-MB-231 (M231) se derivo de un tejido metastasico de tipo
TNBC y se encuentra agrupada en el subtipo de CaM ‘claudin-low’. Esta linea se
establecio en 1973, a partir de células aisladas de un derrame pleural de una
mujer caucasica de 51 afios con adenocarcinoma (26). Las células de esta linea
derivan de células epiteliales, crecen adheridas a un sustrato y presentan un
fenotipo fusiforme; ademas, presentan mutaciones en p53 y KRas (27), poseen
una alta capacidad migratoria e invasiva (28) y expresan los factores de
crecimiento epidérmico (EGF) y de crecimiento transformante alfa (TGF-a), asi
como al miembro 7b de la familia Wnt (Wnt7B) (29). Las proteinas de la familia
Wnt estan implicadas en un gran conjunto de procesos celulares, entre ellos la
proliferacion, la migracion celular y la apoptosis (30). En particular, se ha
identificado que Wnt7B tiene una funcion relevante en la progresiéon maligna del
CaM al influir en la invasion, angiogénesis y metastasis de las células tumorales

(30).

Como se mencioné anteriormente, las células M231 expresan tanto
marcadores de tejidos epiteliales como marcadores mesenquimales, lo cual
favorece la migracion celular y esto a su vez, se relaciona con un fenotipo invasivo

y metastasico (24).
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1.3 Proteina de muerte que interacciona con BCL2 (BIK)

1.3.1 Proteinas de la familia BCL2
La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fundamental para
mantener la homeostasis tisular y esto depende de la constante recepcion de
sefales tanto del entorno extracelular como del intracelular (31). La evasion de la
apoptosis puede causar cancer o enfermedades autoinmunes, mientras que una
apoptosis excesiva puede conducir a enfermedades degenerativas,
particularmente del sistema nervioso y del corazon (32).

La apoptosis puede inducirse mediante dos vias: la intrinseca; mediada por
las mitocondrias, y la extrinseca; que involucra receptores membranales de
muerte (32). Las proteinas de la familia BCL2 (proteina reguladora de la apoptosis
BCL2) regulan la via intrinseca o mitocondrial, mediante la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (32,33). Esta familia estd conformada por 25
miembros, algunos de los cuales tienen la capacidad de inhibir la apoptosis (anti-
apoptoticos), mientras que otros la inducen (pro-apoptéticos) (33). Los miembros
de esta familia poseen regiones estructurales conservadas de tipo ‘BCL2’, también
conocidas como dominios de homologia BCL2 (BH); al dia de hoy, se han
identificado cuatro de estas regiones (BH1-BH4) y cada miembro de esta familia
comparte al menos una de ellas. Basado en estos dominios BH, los miembros
pueden clasificarse en tres subfamilias diferentes: proteinas anti-apoptéticas
multidominios (protectores de muerte), proteinas pro-apoptéticas multidominios
(‘*killers) o proteinas pro-apoptéticas de tipo BH3-only (reguladores de la

apoptosis) (Figura 6) (33,34). El dominio transmembranal (TM), también conocido

11



como regién de union a la membrana (MBR), permite a los integrantes de esta
familia anclarse al reticulo endopldsmico o a la mitocondria y por medio de los
dominios BH1-BH4, estas proteinas establecen interacciones con otros miembros

de la familia. EI dominio BH3, promueve la apoptosis, mientras que el BH4 la

inhibe (35).
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Figura 6. Clasificacién de los miembros de la familia BCL-2, de acuerdo con la presencia de
los dominios BH. MBR es el dominio de unién a la membrana; BH1 y BH2 son de unién a otras
proteinas de la familia; BH3 induce apoptosis, mientras que BH4 la inhibe [Tomado y modificado de
Shamas-din, et al , 2013].

1.3.2 Proteinas de tipo “BH3-only”

En los humanos, la subfamilia de proteinas pro-apoptéticas de tipo “BH3-only” esta

formada por 8 proteinas (Figura 7) (35).
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Figura 7. Miembros de la familia “BH3-only” en humanos. [Tomado y modificado de

Lomonosova & Chinnadurai, 2008.]

Por si mismas, estas proteinas no son capaces de inducir la apoptosis, sino que
interfirieren con la actividad de las proteinas anti-apoptéticas o activan a los
inductores de muerte “killers” (36). Cuando hay condiciones de estrés o sefales de
dafio, algunos miembros de tipo “BH3-only”, principalmente NOXA (proteina
Inducida por Forbol-12-miristat-13-acetato), se activa e inhibe la accion de
proteinas anti-apoptéticas como BCL2. Esto resulta en la homo-oligomerizacién de
BAX (proteina BCL-2 asociada al cromosoma X) o BAK1 (proteina antagonista 1
de BCL2) (32) lo cual induce la formacion de poros en la membrana externa de la
mitocondria, a través de los cuales se liberan otras moléculas pro-apoptéticas
como DBLOH (proteina mitocondrial DIABLO de union a IAP) y el CYC (citocromo
C). Este ultimo conduce a la activacion de las caspasas, las cuales son las

efectoras del proceso de la apoptosis (Figura 8) (32).
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l liberacién de citocromo C que activa a las

caspasas para llevar a cabo la apoptosis

Apoptosis [Tomado y modificado Adams, et al 2007].

1.3.3 BIK
La proteina BIK (proteina de muerte que interacciona con BCL2) es conocida
como el miembro fundador de la familia “BH3-only”, ya que fue la primera proteina
en la que se relacion6 el dominio BH3 con la actividad de muerte celular (37). En
humanos, el gen BIK se localiza en el cromosoma 22q13.3 y codifica para una
fosfoproteina localizada principalmente en el reticulo endoplasmético (37). Posee
un dominio amino terminal (NH2), uno BH3, un dominio transmembranal (TM) y
uno carboxilo terminal (COOH), asi como un una cremallera de leucina (region rica
en leucina), la cual es caracteristica de los factores de transcripcion) (Figura 9)

(37).
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TM y el carboxilo terminal [Tomado y modificado de Chinnadurai et al 2008].

De acuerdo con predicciones informaticas, se ha sugerido que BIK tiene una
estructura secundaria bien definida, forma 6 hélices alfa (a) con el dominio BH3
expuesto (37). Por el contrario, los otros miembros de “BH3-only” estan
desestructurados.

BIK requiere ser fosforilada (Thr-33 y/o Ser-35) por la cinasa CKII (cinasa
similar a caseina Il) para llevar a cabo, de forma correcta, su actividad (31,37). Se
ha demostrado que ciertas mutaciones que impiden la fosforilacion de BIK,
reducen su actividad pro-apoptética al disminuir su interaccion con las proteinas
anti-apoptéticas. Por el contrario, las mutaciones que no alteran la fosforilacion de
BIK (Ser — Asp) potencian su actividad pro-apoptotica y su interaccion con BCL2

(37).

1.3.4 Participacion de BIK en cancer
Varios estudios sugieren que BIK puede actuar como un supresor tumoral en

determinados tejidos (37). Se ha demostrado que en el epitelio renal no
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neoplasico, BIK se expresa en altos niveles, mientras que en el carcinoma renal,
su expresion se reduce por la pérdida de heterocigosidad y por la metilacion de su
promotor (38). En gliomas y cancer colorrectal, se han identificado deleciones en
el cromosoma 22q, que abarcan el locus de BIK (37). En linfoma de células B, se
han identificado mutaciones tanto en intrones como en exones del gen BIK que
afectan la funcionalidad de la proteina (39). En lineas celulares de CaM -
dependientes de estrogeno- la expresion de BIK se encuentra a la baja (37); sin
embargo, un estudio realizado en mujeres mexicanas encontré que la expresion
de BIK era alta en la mayoria de los tumores de mama esporadicos estudiados
(40), lo cual sugiere que esta proteina tiene otras funciones, ademas de la

induccion de la apoptosis, en ciertos subtipos de CaM.

1.3.5 Nuevas funciones de BIK
En el afio 2016, en un estudio se determin6 que la interferencia de BIK -por un
siRNA especifico- cambié la expresion de varios miRNAs, asociados con la
tumorigénesis y malignidad de las células de M231, y los niveles basales de la
autofagia, lo que indica la participacion de BIK en la regulacion de esta via en esta
linea celular de CaM (41). Ademas, otro estudio encontré que los niveles elevados
de BIK (a nivel mMRNA y proteina) y ATG5 (proteina relacionada con autofagia 5)
se asociaron con un pobre prondstico de pacientes con CaM (42). Esto indica que
a pesar de la gran cantidad de evidencia de su actividad como supresor de

tumores, BIK tiene una actividad oncogénica.
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Lo anterior muestra la participacion de BIK en el control de la expresion de
ciertos miRNAs y del proceso de autofagia en el CAM; sin embargo, mas estudios

son necesarios para saber como BIK regula la autofagia.
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RESUMEN

Los microRNAs son RNAs pequefios (18-100 nucledtidos) que regulan la expresion de sus genes blanco
a nivel postranscripcional; sin embargo, hay evidencia de su expresion a nivel nuclear. El microRNA hsa-
mirR-137 se localiza dentro del gen hospedero MIR137, en la region cromosomica 1p21.3 v regula genes
involucrados en la proliferacion y diferenciacion celular. Este microRNA participa en la neurogénesis al
suprimir la proliferacion de las células troncales neurales y promover su diferenciacion; debido a esta im-
portante funcion, se ha estudiado su participacion en diferentes enfermedades neurologicas v en el cancer.
En este ltimo se ha determinado su funcion como supresor de tumores en neoplasias del sistema nervioso,
en melanoma, en cancer gastrico y de pulmon, carcinoma bucal, osteosarcoma, cancer de ovario y de mama.
Por el contrario, en el cincer de vejiga se ha identificado como un oncogén. Con base en lo anterior, este
RNA pequefo no codificante puede tener un posible potencial como biomarcador y blanco terapeutico en
varios tipos de cdncer, aunque adn se requieren mas estudios para esclarecer los mecanismos moleculares

que regula.
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ABSTRACT

MicroRNAs are small RNAs (18100 nucleotides),
which regulate the expression of their target genes
at the post-transcriptional level; however, miRNAs
have been detected at the nuclear level. MicroRNA
hsa-mirR-137 is located within its host gene MIR-
137THG, in (he locus 1p21.3, and regulales genes
involved in cell proliferation and cell differentia-
tion. This microRNA participates on the neuro-
genesis by suppressing the proliferation of neural
stem cells and by promoting their differentiation.
Because of these crucial functicns, its participation
has been focussed on the study of different neuro-
Ingical diseases and in rancer, where it functions
as tumoral suppressor (nervous system tumors,
melanoma, gastric and lung cancer, oral carcino-
ma, osteosarcoma, ovarian and breast cancer) or
oncogene (bladder and breast cancer). According
to these studies, miR-137 could function as a bio-
marker for diagnosis and prognosis, and as the-
rapeutic target in many types of cancer; however,
more studies are needed to establish these.

Key words: microRNAs, miR-137, neurogenesis,
cancer.

INTRODUCCION

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no
codificantes que comprenden aproximadamente
el 0.02% del contenido total de RNA de las células
(Daugaard & Hansen, 2017) y que se encuentran
involucrados en la regulacion de muiltiples proce-
sos celulares, al regular la expresion génica a nivel
postranscripcional. Debido a su importancia en el
control de la expresion génica de muchos mRNAs,
cambios en su transcripcion, procesamiento, acti-
vidad y/0 en los niveles de expresion de la forma
madura dcl miRNA, pucden derivar en enfermeda
des como el cancer (Rana, 2007).

El miR-137 se localiza en la region cromosomi-
ca 1p21.3, dentro del gen hospedero MIR137HG,
que codifica para un ENA largo no codificante
(IncRNA) (Mahmoudi & Cairns, 2017). El gen de
este miRNA presenta un promotor inierno y esta
regulado por una isla CpG, lo cual sugiere que la
expresion del miR-137 puede regularse por la meti-
lacion de su promotor (Warburton ef al., 2015). El
ciclo celular es la principal via biologica regulada
por este miRNA, asi como la diferenciacion celular.

Cambios en los niveles de expresion del miR-
137 se han asociado con diversos tipos de cancer
y se ha propuesto que este miRNA actua como un
supresor de tumores u oncogén, dependiendo del
tejido en el que se exprese aberrantemente. Debi-
do a la importancia de este miRNA en la oncoge-
nesis, en esla revision se describiran los hallazgos
mads importantes acerca de las principales vias ce-
lulares que regula v su participacion como supre-
sor tumoral u oncogeén en algunos tipos de cancer.

HSA-miR-137

Los miRNAs son un grupo de RNAs pequenos
no cadificantes de 18100 nucledtidos de longitud
(Hansen ef al., 2016; Vincent ef al, 2014), que
tienen una funcion importante en la regulacion
postranscripcional, al desestabilizar a su mRNA
blanco, al inhibir su traduccion o al almacenarlos
en cuerpos de procesamiento (Cuerpos P) (Rana,
2007). Los miRNAs se consideran moléculas clave
en la regulacion de diversos procesos biologicos,
como por ejemplo la proliferacion y diferenciacion
celular, 1a apoptasis, el metabolismo de acidos gra-
208, la neurogénesis, la diferenciacidn hematopo-
yética, la respuesta inmune, la transduccion de se-
nales, la angiogénesis y la metastasis (Mahmoudi
& Cairns, 2017; Takahashi ef 2l., 2015; Vincent et
al., 2014; Wahid ef al., 2010).

Los genes que codifican para los miRNAs se
encuentran orientados en sentido (5'a3") y anti-
sentido (3'ab’), v se localizan principalmente en
regiones intergénicas (Kana, 2007); sin embargo,
aproximadamente el 30% de los miRNAs derivan
de intrones o exones (Daugaard & Hansen, 2017).
Si bien la mayoria son transcritos por la RNA poli-
merasa I, un pequefo grupo de miRNAs, asocia-
dos a secuencias repetidas ALU, son transcritos
por la RNA polimerasa III (Rana, 2007; Wahid ef
al., 2010). A la fecha se conocen cinco vias de bio
genesis: la canonica (Figura 1); aquella que da ori-
gen a los mirtrones o simtrones; la que transcribe
miRNAs delimitados por secuencias ALU; y la de
los agotrones (Hansen ef al., 2016; Ruiz Esparza-
Garrido et al., 2016), lo cual denota la gran comple
jidad que tiene la regulacion genica que es media-
da por miRNAs.

Los miRNAs regulan la expresidn génica al
unirse a su mRNA blanco; esta union puede ocu-
rrir en cualquier region del mRNA, pero las unio-
nes son mas propensas a presentarse en la region
3" no traducida (3-UTR) del mRNA (Kwak ef al.,
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Figura 1. Via canénica de la biogénesis de los miRNAs. Los miRNAs se transcriben en el nucleo por la RNA pol Il El
pri-miRNA es procesado por Drosha-DGCRS, originando un pre-miRNA que se exporia hacia el citoplasma por la Ex-
portina 6. En el citoplasma, el complejo Dicer/TRBP corta el asa al del pre-miRNA y origina un miRNA de doble cade-
na que se une a las proteinas Ago y forma el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), el cual determina

la hebra del miRNA maduro que regulara expresion de su mRNA blanco [Tomado y modificado de Rana, et al, 2007].
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2010; Valencia-sanchez ef al., 2006, Winler el al.,
2009). Ta capacidad quc tienc ¢l miRNA para re-
primir la expresion de los mRNAs, depende de la
complementariedad de bases entre una secuencia
de 6-8 nucleotidos —en el extremo 5 del mikRNA-
denominada “secuencia semilla” (Mahmoudi &
Cairns, 2017) y el extremo 3'UTR del mRNA (Va-
lencia-Sanchez ef al., 2006), asi como de la ener-
gia libre y la termodinamica gue se genera entre
la union de la secuencia semilla v el mRNA (Rang,
2007, Valencia-Sanchez et al., 2006). Dado que los
miRINAs tienen muchos mIINAz blanco, un miRNA
puede regular multiples vias de senalizacion celu-
lar v cambios en su expresion pueden alterar los ni-
veles de sus mENAs blanco (Ruiz Esparza-Garrido
ot al., 2016).

LOCALIZACION GENOMICA DEL miR-137

El mik-137 es un miBRNA intragénico antisentido
transerito por la RNA polimerasa I cuya secuencia
se encuentra dentro del gen de un IncRNA, el MIR-
137HG (Mahmoudi & Cairns, 2017; Warburton ef
al., 2015). Esta unidad transcripcional (UT) tiene
mas de 60 kb de longitud y se ubica en ¢l brazo

e
.-"'

corto del cromosoma 1, en ung region con mul-
fiplcs repeticiones en tAndem de 15 nucledtidos
(VINTR: 5-TAGCAGCGGCAGCGG-3), las cuales
pueden actuar como reguladores de la transcrip-
cion (Warburton ef al., 2013). Segun predicciones
informiticas, esta UT produce cuatro transcritns,
de los cuales solo 3 contienen al pre-miRINA (codi-
ficado en el exon 3 v con una longitud de 102 ph)
a partir del cual se procesa el mik-137 maduro de
25 pb (Figura 2) (Mahmoudi & Cairns, 2017; Salo,
er al., 2011).

Datos obtenidos en ENCODE (Enciclopedia
de elementos de DINA) mostraron la presencia de
marcas de histonas asociadas con promotores acti-
vos (H3K4me3 y H3K27A¢), lo que sugiere la exis-
tencia de un promotor interno en la secuencia del
mil-137 (Warburton ef al., 2015). El gen de este
miRNA se encuentra regulado por una isla CpG,
ubicada rio arriba de su secuencia, lo que sugie-
re que su expresion podria verse regulada por la
hipermetilacidn de su promotor (Mahmoudi &
Cairns, 2017; Sato efal., 2011). Ademas, de acuerdo
con los resultados obtenidos mediante ChIP-Seq,
se identifico que REST (Faclor de lranscripeion si-
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Figura 2. Localizacién gendmica del miR-137. Este miRNA estd inmerso en £l cromosoma 1p21.3, en el exdn 3 del
gen MIR137HG el cual codifica para un RNA largo no codificante. La forma madura del miR-137 tiene 23 pb [Tomado
y modificado de Mahmoudl et al, 2017].
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Figura 3. Genes blanco del miR-137 [aproximadamente 50} validados experimentalmente [Elaboracion propial.

lenciador de RE1) se une al promotor internc del
miRNA vy actua como un represor transcripcional
(Warburton et al | 2015).

FUNCIONES BIOLOGICAS DEL miR- 137
Mediante andlizsis informaticos se han descrito
alrededor de 1000 pnsibles genes blanco del miR-
157, de los cuales solo el 5% se han validado ex-
perimentalmente (Figura 2) (Mahmoudi & Cairns,
2017). Se ha demoslrado que los genes blance de
este millNA estin implicados en diversas vias bio-
logicas, principalmente en el control del ciclo celu-
lar v la diferenciacidn celular (Tabla 1) (Mahmoudi
& Cairns, 2017).

El principal mecanismo por el cual el mik-137
inhibe la proliferacion, es mediante la regulacion
negdliva de uno de sus genes blanco, la CDEG (Ci-
nasa dependients de ciclina 6). La represion de la
CDEE bloguea la transicion de la fase G1 a la fasc
5 v detiene €l ciclo celular de 1ag células troncales
nenrales (eNSC), v promueyve su (ransicion hacia T
etapa de diferenciacion (Figura 4) (Yin efql., 2014).
Ademas, se ha damestrado que el miE-137 partici-
Fa de manera importante en &l neurodesarrolln, al
reguilar negativamente a Mibl ([ hiquitina ligasa

Crvcia I LA FRONTERA EFVISTA DE CIFNCIA Y

i oe ra TTAC], Vou. XV, N 2, 2018,

E2 Bomba mental 1), lo cual contribuye a controlar
la maduracion neuronal (Smrt ¢f al, 2011; Yin &f
al  2014). Mibh1 es una uhinuitina ligasa ~localiza-
da en las membranas postsinipticas—que inhibe la
ruta de sefalizacion Notch, Ia cual bloguea la ox-
presion de gones necasarios para la diferenciacion
celular (Figura 4) (Smrt et 2l , 2011).

Se ha observado que el mil-137 se encuentira
expresado en el cerebro (durante 1a etapa embrio-
nariz v en el adullo) (St el of | 2011) lanlo de ra-
tones como de humanos ¥ que presenta su mavor
expresion e el hipocampo, en la amigdala v en las
regiones corticales con neurogénesis activa (Yin ef
al . 2014). Por el contrario, este miBNA tiene una
baja expresion en el cerebelo v en el tallo cerebral
{(Mahmoud: & Cairns, 2017). Debido a lo anterior,
se ha sugerido una ncion reguladors erilica del
mil-127 durante el desarrollo neuronal de regio-
nes cerebrales especificas, al regular pences asocia-
dos tanto con la proliferacion como con 1a diferen-
ciacion de las NSC (Mahmuodi & Cairns, 2017).
Por ejemplo, en las N=C embrionarias (elN=Ch la
expresion del miR-137 se encuentra regulada por
¢l recepror nuclear TLX {Recepior nuclear huér
fano humann), el cual a su vez regula la progre
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Figura 4. Red de regulacion del miR-137 y sus genes blanco durante la neurogénesis y la maduracion
neuronal, tanto en embriones como en adultos [Tomado y modificado de Yin et al, 2014].

sion del ciclo celular de las eNSC. TLX recluta a su
co-represor L.SD1 (Histona desmetilasa especifica
de lisina 1) y forma un complejo que se une a la
region genomica del gen miR-137 e inhibe su trans-
cripcion (Yin ef al., 2014). TLX y LSD1 estan al-
tamente expresados en las eNSC durante la etapa
de proliferacion y en consecuencia, los niveles del
miR-137 se encuentran relativamente bajos (Figu-
ra 5). Posteriormente, los niveles de TILX y LSD1
disminuyen durante el proceso de diferenciacion y
los niveles del miR-137 aumentan (Figura 5) (Smrt
et al., 2011; Sun ef al., 2011). Al incrementar sus
niveles, el miR-137 actia sobre el mMRNA de LSD1y
reprime su expresion; de esta forma, la interaccion
de LSD1 con la region promotora del miR-137 dis-
minuye y este miRNA promueve la diferenciacion
neuronal (Yin ef al., 2014).

En las NCS adultas (aNSCs), la expresion del
miR-137 esta regulada por MeCp2 (Proteina 2 de
union a CpG), Sox2 (SRY-Box 2) y EZH2 (Poten-
ciador de histona metiltransferasa homologo de
Zeste) (Yin et al, 2014). MeCp2 es un represor
transcripcional que interactua con el factor de
transcripcion Sox2 y forma un complejo que se
une a la region promotora del miR-137, siendo asi
como inhibe su expresion y permite la prolifera-
cion celular. Después, durante la diferenciacion
disminuyen los niveles de MeCp2 y Sox2, y au-

menta la expresion del miR-137 (Figura 5). EZH2
es una metiltransferasa blanco del miR-137, por lo
tanto la represion de EZH2 reduce a su vez la me-
tilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27), lo
que induce la expresion de genes que inhiben la
proliferacion v favorecen la diferenciacién celular
(Figura 5) (Szulwach ef al., 2010; Yin et al., 2014).

PARTICIPACION DEL miR-137EN EL CANCER

Las vias biologicas reguladas por el miR-137 pue-
den dar una idea relativamente clara de la funcion
de este miRNA tanto en el desarrollo como en la
progresion del cancer, en donde cambios en la
regulacion del ciclo celular son frecuentes (Mah-
moudi & Cairns, 2017; Tamim et al, 2014). Se ha
identificado al ciclo celular como la principal via
biologica regulada por el miR-137 tanto en células
cancerosas como no cancerosas, al tener como
mRNAs blanco a Akt2 (Cinasa de tipo Serina/
Trenonina AKT2), CDC42 (Ciclo de division celu-
lar 42), CDK2 (Cinasa 2 dependiente de ciclina),
YBX1 (Proteina 1 de union a caja-Y), E2F6 (Factor
de transcripcion E2F 6), MAPK1 (Proteina cinasa
1 activada por mitogenos), MAPK3 (Proteina cina-
sa 3 activada por mitogenos) y RB1(Co-represor
transcripcional 1 RB) (Mahmoudi & Cairns, 2017;
Tamim et al, 2014). Sumado a éstos, otro blanco
importante del miR-137 es TCF3 (Factor de trans-
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Figura 5. Regulacion de la expresion del miR-137 en NSC embrionarias y adultas. A) Regulacion en las eNSC. Los ba-
jos niveles de TLX y LSD1 permiten el aumento en la expresion del miR-137, el cual reprime a su vez a LSD1 y asi se
mantienen elevados los niveles del miRNA, esto permite el paso de la etapa de proliferacion a la de diferenciacion. B)
Regulacion en las aNSC. Al disminuir los niveles de Sox2 y MeCp2 aumentan los niveles del miR-137, lo cual reprime
a EZH2 y disminuye la metilacion de la H3K27, y esto induce la expresion de genes que favorecen la diferenciacion
[Tomado y modificado de Szulwach et al, 2010).

cripcién 3), un miembro de la familia de factores
de transcripcion de proteinas -E-, que funciona
como regulador de la pluripotencia v diferencia-
cion de células troncales por la via de sefalizacion
Wnt (Tamim et al., 2014).

FUNCION DEL miR-137 COMO SUPRESOR TU-
MORAL

En la mayoria de los tipos de cancer en donde se
ha estudiado al miR-137, éste funciona como un su-
presor tumoral (Chang et al, 2016; Chen et al, 2017;
Du et al, 2016; Feng et al, 2017; Li et al, 2017; Sun
et al, 2016; Tamim et al, 2014). La expresion relati-
vamente baja de este miRNA se ha atribuido prin-
cipalmente a la metilacion de su promotor, lo cual
se asocia con una menor supervivencia (Du et al,
2016; Li et al, 2016; Zhao et al, 2012). Importante-
mente, el restablecimiento de su expresion inhibe
la proliferacion celular (mediante el bloqueo en la
fase G0O/G1), la migracion, invasion y angiogénesis

Tumores cerebrales

En cuanto a los tumores del sistema nervioso, tam-
bién se ha observado que el miR-17 se encuentra
expresado a la baja tanto en los oligodendroglio-
mas como en el GBM (glioblastoma multiforme),
en comparacion con tejidos no neoplasicos (Tamim
et al, 2014). En el plasma de pacientes con GBM,
se observo una expresion a la baja del miR-137 en
relacion a pacientes sin cancer, lo cual se correla-
ciond con una menor supervivencia (Li et al, 2016).
Ademas, se observo una menor expresion de este
miRNA entre pacientes con GBM en estadios mas
avanzados, que en pacientes en estadios tempra-
nos (Li et al, 2016; Tamim et al, 2014). Estos datos
sugieren que el miR-137 podria ser utilizado como
un biomarcador no invasivo tanto para el diagnos-
tico (estadio) como para el pronéstico del GBM
(tiempo de supervivencia).

(Chen et al, 2017; Du et al, 2016; Luo et al, 2013; Melanoma
Tamim et al, 2014).
Crencra EN La FRONTERA: REVISTA DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA DE La UACT, Vor. XV, Nine. 2, 2018. 13
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En el melanoma, uno de los tumores cutineos mas
agresivos y con mayor incidencia en el mundo,
un gen clave es AURKA (Aurora cinasa A), una
cinasa de tipo serina/treonina que participa en la
formacion del huso mitotico, la proliferacion y la
division celular (Chang et al, 2016). Esta proteina
se ha descrito como un oncogén que esta asociado
con la progresion e invasion del melanoma y otros
tipos de cancer (Nikonova et al, 2008). AURKA se
encuenira generalmente a la alta en el melanoma,
en relacion con tejidos cutineos no neopldsicos
(Chang et al, 2016). Un estudio realizado en el afo
2016, comprobo que AURKA se regula directamen-
te por el miR-137 y que existe una correlacion ne-
gativa entre la expresion de este miRNA y AURKA
en tejidos de melanoma; es decir, el miR-137 esta
expresado a la baja y AURKA a la alta (Chang et
al, 2016). Por otro lado, el miR-137 también regu-
la negativamente a MITF (Factor de transcripcion
asociado con la melanogénesis) —un regulador
clave en el desarrollo de los melanocitos-, el cual
se encuentra desregulado en el melanoma. Se ha
observado que la expresion a la alta del miR-137 in-
hibe la proliferacion y supervivencia de células de
melanoma al disminuir los niveles de MITF (Luo
et al, 2013). Debido a lo anterior, en este tipo de
cancer el miR-137 podrna representar un posible
blanco terapéutico para reprimir la expresion de
AURKA y MITF, y de esta forma reducir la agresi-
vidad del melanoma.

Cancer gastrico y de pulmon

Al igual que en los otros tipos de cincer, la expre-
sion del miR-137 se encuentra disminuida v esto
se asocia con un tiempo de supervivencia menor
de los pacientes con cancer gastrico (Du ef al,
2016). Este miRNA regula negativamente la expre-
sion de KLF12 (Factor parecido a Kruppel 12) v
TWIST (Factor de trascripcion de la familia TWIST
BHLH), lo cual podria asociarse con cambio en la
proliferacion, diferenciacion, migracion y pluri-
potencia, asi como con la transicion epitelio me-
sénquima (EMT) (Du et al, 2016). Por lo tanto, el
restablecimiento de los niveles del miR-137 podria
controlar los procesos celulares antes menciona-
dos; sin embargo, ain deben realizarse estudios
que comprueben esta hipotesis.

El cancer de pulmon es la principal causa de
mortalidad por cancer en el mundo (Chen et al,
2017). La expresion de este miRNA esta disminui-
da en el NSCLC (Cancer de pulmon de células no

pequefias), en relacion con tejido adyacente no
neoplasico. En este tipo de cdancer se ha demos-
trado que el miR-137 disminuye la expresion de
NCOA3 (Coactivador 3 del receptor nuclear), un
oncogén que esta allamente expresado en este
cancer y se asocia con el desarrollo vy progresion
tumoral (Chen et al, 2017). Lo anterior indica una
clara funcion del miR-137 como supresor de tumo-
res, por lo que su estudio podria proporcionar una
opcion terapeutica para pacientes con NSCLC.

Carcinoma de células bucales escamosas

Un estudio demostro que los niveles de expre-
sion del miR-137 estan disminuidos en este tipo
de cancer, en relacion con los tejidos controles,
y que SP1 (Factor de transcripcion Spl) es un
blanco directo de este miRNA (Sun et al, 2016),
Como era de esperarse, la expresion ectopica de
este miRNA disminuydé los niveles de SP1 y pro-
movio la expresion del marcador epitelial CDH1
(E<adherina) e inhibio la expresion de los marca-
dores mesenquimales CDH2 (N-cadherina), VIM
(Vimentina) y SNAI1 (Receptor Transcripcional 1
de la familia Snail) (Sun et al, 2016). Esto sugiere
que el miR-137 suprime la EMT, lo que a su vez
inhibe la migracion e invasion celular. Por lo tanto,
el restablecimiento de los niveles de este miRNA
podria disminuir la malignidad de los carcinomas
de células escamosas.

Osteosarcoma

En el osteosarcoma, se han reportado niveles
de expresion del miR-137 mas bajos que en tejidos
adyacentes no tumorales, lo cual se asocia nega-
tivamente con la progresion tumoral (Feng et al,
2017). En este tipo de cancer, el mRNA blanco
principal del miR-137 es el EZH2; sin embargo, su
funcién en este tipo de cancer no se ha estudiado
(Feng et al, 2017). En otros tipos de cancer (GBM,
neuroblastoma vy melanoma), la elevada expresion
del EZH2 —-dada por lo niveles bajos del miR-137-
tiene una funciéon oncogénica, al disminuir la ex-
presion de genes supresores de tumores que estan
relacionados con la proliferacion celular. Ademas,
el EZH2 se asocia con un comportamiento tumoral
mads agresivo y con un mal pronéstico (Chang et al,
2016; Tamim et al, 2014). Con base en lo anterior,
podria ser que el EZH2 presente las mismas fun-
ciones en el osteosarcoma y que el miR-137 sea un
blanco terapéutico util para inhibir la agresividad
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de estos tumores y esto aumente la supervivencia
de los pacientes con osteosarcoma.

Cancer de ovario y mama

XIAP (Inhibidor de la apoptosis ligado al cro-
mosoma X) es una proteina que tiene una funcién
importante tanto en el surgimiento como en el de-
sarrollo del cancer de ovario (Li et al, 2017). XIAP
es un regulador apoptotico capaz de inhibir la activi-
dad de las caspasas y esia altamente expresado en
el cancer de ovario; esto se asocia con una alta tasa
de supervivencia celular y resistencia a farmacos.
En lineas celulares y tumores de cancer de ovario,
se establecio una correlacion negativa entre la ex-
presion de XIAP y la expresion del miR-137 (Li et
al, 2017). Con base en esto, el miR-137 podria fun-
cionar como un blanco terapéutico que disminuya
la expresion de XIAP, reactive la via de la apoptosis
en las células transformadas y asi se elimine la resis-
tencia a los farmacos empleados en el tratamiento
de este cancer.

Por otra parte, un estudio realizado por Zhao
y sus cols. (2012) encontro que los niveles de ex-
presion del miR-137 estan disminuidos en varias li-
neas celulares de cancer de mama (CaM) (MCF-7,
T47D, SK-BR-3, BT-474 y MDA-MB-231) v que el
ESRRA (Receptor alfa relacionado con estrogenos)
es blanco de regulacion de este miRNA. El ESRRA
es un receptor nuclear que facilita la progresion del
CaM al regular una amplia gama de procesos biolo-
gicos tales como el metabolismo, el ciclo celular, la
apoptosis, la metastasis y la transcripcion (Zhao et
al, 2012). La participacion del miR-137 -al regular al
ESRRA- tiene que definirse en cada una de las lineas
celulares de CaM.

FUNCION DEL miR-137 COMO ONCOGEN

La evidencia anterior sugiere firmemente que el
miR-137 funciona como supresor tumoral; no obs-
tante, en el cancer de vejiga y ciertas lineas celula-
res de CaM se ha observado que este miRNA actia
como oncogen (Xiu et al, 2014; Ying et al, 2017). En
tejidos de cancer de vejiga, la expresion del miR-
137 esta incrementada y esto aumenta la prolifera-

cion, migracion e invasion celular (Xiu et al, 2014).
En este estudio se identificé al supresor tumoral
PAQR3 (Miembro 3 de la familia de receptores de
progenina v AdipoQ) como blanco del miR-137, lo
cual se asocia con la baja expresion de PAQR3 en
tejidos neoplasicos. Este supresor tumoral es una
proteina transmembranal -ocalizada en el aparato
de Golgi- que inhibe la senalizacion de las cinasas
activadas por mitogenos Raf/Mek/Erk, al secues-
trar a Raf en el aparato de Golgi (Xiu et al, 2014).
Como resultado de la disminucién en su expresion,
se esperaria la activacion constitutiva de esta via v
una mayor malignidad tumoral.

En las lineas celulares de CaM MCF-7 y BT474,
se demostrd que la alta expresion del miR-137 pue-
de potenciar la invasion celular al suprimir la expre-
sion de BMP7 (Proteina morfogenética de dsea-7)
(Ying et al, 2017). BMP7 es una proteinasa de la
matriz extracelular que degrada el colageno tipo IV,
lo que afecta la regulacion de la EMT al regular la
via PI3BK/AKT: via clave en la transformacion de las
células (Ying et al, 2017). Estos datos, junto con la
evidencia de su funcion como supresor tumoral, in-
dican que la funcion del miR-137 depende de los ras-
gos moleculares de cada subtipo tumoral de CaM.

CONCLUSIONES

La presente revision brinda un panorama general de
la biologia del miR-137, sus redes de interaccion con
sus genes blanco, asi como sus funciones celulares.
La informacion presentada indica una funcion clave
del miR-137 en diferentes procesos biolégicos, prin-
cipalmente en el control del ciclo celular. Este miR-
NA resulta de particular interés por sus funciones
durante el neurodesarrollo, asi como por su asocia-
cion con el cancer, en donde actua como supresor
de tumores u oncogén.

De acuerdo con esto altimo, el miR-137 puede
tener un gran potencial como biomarcador pronos-
tico v diagnostico, asi como un posible blanco te-
rapéutico en varios tipos de cancer. Sin embargo,
aun son necesarios mas estudios para dilucidar to-
dos los mecanismos moleculares involucrados en
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los trastornos causados por este RNA pequeno no
codificante.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Un estudio realizado en el laboratorio, demostré la presencia de BIK en el
citoplasma y ndcleo de las células M231, mediante microscopia confocal (1). Otro
trabajo demostré que BIK tiene la capacidad de cambiar su localizacion subcelular
en respuesta a estrés oxidativo; se observo que BIK se localiza en el nucleo de las
células M231 y transloca hacia el citosol después de ser sometidas a estrés
oxidativo mediante peroxido de hidrégeno (H202) o cis-Diamino-Dicloro-Platino-II
(cisplatino, CP) un agente quimioterapéutico; sin embargo, el significado biolégico
de la expresion nuclear de BIK no se determiné (43).

Posteriormente, mediante ChIP-chip se demostr6 que BIK interacciona
fisicamente con el genoma de las células M231, tanto en regiones codificantes
como no codificantes (2). En particular, se observé que BIK se une a varios loci en
donde se localizan diversos microRNAs, entre ellos el miR-137 (Tabla 2). Esto
sugiere que BIK puede funcionar como factor de transcripcion y participar en la
regulacion transcripcional del miR-137, para regular asi la migracion e invasion las

células M231 (2).

Tabla 2. Sitios genémicosde microRNAs en donde se une BIK.

MicroRNA Chromosome MicroRNA Chromosome
miR-200a-3p/5p miR-202-3p/5p 10
miR-34a-3p/5p 1 miR-100-3p/5p 11
miR-200b-3p/5p 1 miR-708-3p/5p 11
miR-137 1 miR-1261 11
miR-1302 1 miR-203a-3p/5p 12
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MicroRNA Chromosome MicroRNA Chromosome
miR-1471 2 miR-12692 14
miR-570-3p/5p 2 miR-495-3p/5p 14
miR-563 3 miR-656-3p/5p 14
miR-135a-3p/5p 3 miR-1247-3p/5p 14
miR-1224-3p/5p 3 miR-9-3p 15
miR-572 3 miR-1275 15
miR-1251-3p/5p 4 miR-10a-3p/5p 17
miR-143-3p/5p 4 miR-187-3p/5p 18
miR-583 5 miR-516b-3p/5p 19
miR-1302 5 miR-155-3p/5p 21
miR-146a-3p/5p 5 miR-130b-3p/5p 22
miR-30a-3p/5p 6 miR-let-7b-3p/5p 22
miR-1268a 6 miR-106a-3p/5p 22
miR-183-3p/5p 7 miR-301b-3p/5p X
miR-548f-3p 7 miR-325 X
miR-29a-3p/5p 7 miR-503-3p/5p X
miR-124-3p/5p 8 mir-718 X
miR-548h-3p/5p 8 miR-424-3p/5p X

miR-873-3p/5p 9

Tomada de Ruiz Esparza-Garrido R, et al, 2018.
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3. JUSTIFICACION

El cdncer es uno de los problemas de salud de mayor relevancia en México y a
nivel mundial, y en particular, el CaM representa la principal causa de mortalidad
en las mujeres de nuestro pais.

En los Ultimos afos, el avance en el conocimiento molecular del CaM ha
permitido establecer una mejor clasificacion y generar nuevos tratamientos subtipo
especifico. A pesar de lo anterior, aun existen subtipos tumorales que no
responden a los tratamientos actuales.

Recientemente, se identificé que BIK regula la autofagia y que esto se
asocia con un mal pronéstico de ciertos tumores de CaM (41). Asimismo, se sabe
que BIK interacciona fisicamente con regiones codificantes y no codificantes del
genoma de las células M231, incluyendo la regién en la que se localiza el miR-137
(2). Con base en lo anterior, el estudio del miR-137 permitira identificar nuevos
mecanismos que funcionan de manera aberrante en el CaM y con ello, postular
nuevas herramientas moleculares para su uso diagndstico, pronéstico y para la

generacion de un tratamiento.
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4. HIPOTESIS

La disminucién de la expresion del miR-137 influira en la desregulacion de vias de

sefalizacion involucradas en la tumorigénesis de la linea celular M231.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Caracterizar al miR-137 en las células de cancer de mama M231.

5.1.2 Objetivos particulares

1.

2.

Determinar las condiciones de crecimiento de la linea M231
Caracterizar molecularmente a la linea celular M231
Determinar la expresion del miR-137 en las células M231

Predecir las vias bioldgicas reguladas por el miR-137
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo de células MDA-MB-231
La linea celular M231 (ATCC® HTB-26™) se cultivd en medio DMEM/F12 con 10%
de suero fetal bovino (SFB; v/v) y en presencia de 100 U/mL de penicilina. Las

células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO:..

6.2 Cuerva de crecimiento
El conteo celular se llevé a cabo mediante el método Neubauer (Celeromics) (1)
para determinar la cinética de crecimiento celular. Se inici6 el cultivo con 5x104
células. Para esto, las células se despegaron con tripsina-EDTA al 0.5% vy el
conteo celular se hizo cada 24 horas, durante 6 dias. Se calcul6 el porcentaje (%)

del crecimiento celular a partir de tres experimentos independientes.

6.3 Extraccion de RNA
Las células M231 (65% de confluencia) fueron separadas de las placas de cultivo
con tripsina-EDTA al 0.5% e incubadas a 37°C por 10 minutos; la reaccién fue
detenida con 1mL de medio de cultivo fresco. Después, las células fueron lavadas
con PBS 1X (solucion salina tamponada con fosfatos: [138 mM] NacCl; [3 mM] KClI;
[8.1 mM] NazHPOs4; y [1.5 mM] KH2PO4), transferidas a tubos de 1.5 ml y
centrifugadas a 800xg por 10 minutos, a temperatura ambiente (~25°C). El
sobrenadante se descartd y se procedio con la extraccion de RNA utilizando
TRIzol™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante y ciertas modificaciones

(tiempos de incubacion) hechas por Drago-Garcia D. (2015) (Figura 10). Una vez
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purificado, el RNA se almacen6é a -20°C hasta su uso. Posteriormente, la
concentracion y calidad del material se determiné por espectrofotometria en el

NanoDrop 1000 (ThermoScientific, EUA).

Almacenar a -20°C

e
Fase acuosa & $I
h Interfase = ; !
A Fase organica - .
Transferir fase Anadir \M“ RNA Resuspender Resuspender el
acuosa a un isopropanol en etanol 70% RNA en agua
nuevo tubo y centrifugar y centrifugar libre de RNAsas

Figura 10. Proceso de extraccion de RNA utilizando el método de TRIzol.

6.4 Sintesis de cDNA
Se sintetiz6 cDNA para detectar a los miRNAs maduros y mRNAs, por medio del
kit miScript Il RT (Qiagen). Los componentes de las reacciones fueron: 4 uL del 5x
miScript HiSpec Buffer (sintesis de cDNA para miRNAs) 5x miScript HiFlex Buffer
(sintesis de cDNA para mRNASs); 2uL del 10x Buffer miScript Nucleics Mix; 2uL del
Buffer miScript Nucleics Mix; 2uL del miScript Reverse Transcriptase Mix; y 12uL
del RNA purificado (235ng). La reaccion se realizé siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante: 37°C (60 min); 95°C (5 min). Por ultimo, el cDNA

se almacend a -20°C hasta la realizaciéon de la PCR.

6.5 qPCR
La expresion de los marcadores moleculares especificos de la linea celular M231

se determiné mediante el kit RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon). Los
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primers se disefiaron utilizando el programa Primer Blast
(https://Iwww.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 3) y fueron sintetizados
por T40ligo (Guanajuato, México). Los reactivos utilizados para la reaccién fueron:
10uL del RealQ Plus 2x Master Mix; 1 uL del primer forward; 1 yL del primer
reverse; 300 ng del templado de cDNA,; y 6uL de agua libre de RNAsas, para un
volumen final de reaccion de 25 uL. La reaccidén se realiz6 en el termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoScientific, EUA) bajo las
siguientes condiciones: activacion inicial (95°C; 15 min); 40 ciclos: 95°C (15 seg);
TM° de los primers (1 min). La expresidon de estos marcadores se normaliz6 con el

gen GADPH.

Tabla 3. Secuencias de los primers paralos marcadores moleculares

Gen Secuencias y TM®

E-cadherina Forward 5-AGCAGAACTAACACACGGGG-3’ 64.4°C; Reverse 3'-TGCAACGTCGTTACGAGTCA-5 66°C

EpCAM Forward 5’-AGATTCTTGGCAGCGGTTCT-3' 67.1°C; Reverse 3-GTTCTGTACTCACCAGCACAA-5’ 67.6°C
Vimentina Forward 5-AAATGGCTCGTCACCTTCGT-3 66.1°C; Reverse 3-TTGCGCTCCTGAAAAACTGC-5' 67.8°C
Snall Forward 5-AAGATGCACATCCGAAGCC-3’ 68.2°C; Reverse 3'-TCATCAAAGTCCTGTGGGGC-5’ 67.7°C

Para la deteccion del miR-137 maduro se utilizé el kit miScript SYBR® Green PCR
(Qiagen). Los reactivos utilizados para la reaccién fueron: 2 pL del 2x SYBR Green
PCR Master Mix; 2.5 pyL del 10x miScript Universal Primer; 2.5uL del primer para
el miR-137; 150 ng del templado de cDNA; y 5uL de agua libre de RNAsas, para
un volumen final de reaccion de 25 uL. La reaccién se realizo bajo las siguientes
condiciones: activacion inicial (95°C;15 min); 40 ciclos: 94°C (15 seg); 55°C (30
seq); 70°C (30 seg). La expresion se normalizo con el gen miR-16.
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Los valores relativos de expresion se obtuvieron por medio del modelo
matematico descrito por Livak (2-24¢7) (44). Posteriormente, se realizaron geles de
agarosa para comprobar el tamafio esperado de los amplicones y confirmar que

las reacciones eran especificas.

6.6 Prediccidn de las vias bioldgicas reguladas por el miR-137
Se llevo a cabo una prediccién de los genes blanco del miR-137 asi como de las
posibles vias celulares reguladas por este miRNA con el software DIANA-miRPath
v.3, utilizando las herramientas TaRBase v7.0 (genes validados), micro-TDS v5.0
(genes predichos) y TargetScan (genes predichos). Se tomaron en cuenta las vias

en las cuales el valor de p<0.05.

6.7 Analisis estadistico
Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. A
todos los resultados se les aplicé una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y una
t de Student para muestras independientes. Se tomaron como diferencias
significativas los valores de p<0.05. Este analisis estadistico se realiz6 en el

programa GraphPad Prism V.6.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Condiciones de crecimiento de la linea M231
En este trabajo se utilizé6 como modelo de estudio la linea celular de CaM M231, la
cual es altamente invasiva y metastasica (27,29). En nuestras condiciones de
cultivo, las células M231 incrementaron su nimero en un 25+ 1.4 % y 100 + 19 %
a las 24 y 48hrs (0.7 veces mas versus 24 hrs), respectivamente. El crecimiento
celular se estabilizé a las 144 hrs (280 + 2 %; 0.8 veces mas versus las 48 hrs)
(Figura 11A). En la Figura 11B-C (4 dias de cultivo) se distingue claramente el
fenotipo fusiforme de las células M231. Estos resultados son similares al tiempo
de crecimiento reportado por la American Type Culture Collection (ATCC®), la cual
reporta la duplicacion de estas células a las 38 horas y la estabilizacion de su
crecimiento (fase estacionaria) aproximadamente a las 144 horas (29). Sin
embargo, en el 2012 se demostré que la duplicacién de estas células ocurria
aproximadamente a las 56 horas de cultivo (45). Asimismo, en otro trabajo se
observd que esta linea se duplicé a las 26 horas (1), lo que difiere tanto de lo
reportado por la ATCC, como de los resultados obtenidos por Hao y sus cols.
(2012), y de nuestros resultados. Ya que en todos los estudios se utilizaron las
mismas condiciones de cultivo, las diferencias observadas podrian deberse a otros
factores tales como el numero inicial de células cultivadas, el pH, la humedad, la
superficie disponible para el crecimiento asi como las propiedades fisicoquimicas

del sustrato (46).
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Figura 11. Curva de crecimiento de las células MDA-MB-231. A) Se muestra el crecimiento de
las células a las 24, 48 y 144 horas después de ser sembradas. La grafica muestra el promedio +
SEM de 3 experimentos independientes. B) Se observa una imagen del cultivo, 20X (2 dias de
cultivo) C) En la imagen se distingue el fenotipo fusiforme de las células M231, 4X (3 dias de
cultivo). D) Se muestra el cultivo de las células M231 con una confluencia del 80%, 10X (5 dias de
cultivo). E) Imagen tomada de la ATCC y F) Imagen tomada de Cahall (2015).
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Por su parte, las imagenes de las células (Figura 11B-D) permiten observar la
morfologia caracteristica de la linea M231; las células son muy alargadas, en
forma de huso, lo que refleja su fenotipo altamente invasivo. Esto es consistente

con lo descrito y observado (Figura 11E y F) para esta linea celular (24,47).

7.2 Caracterizacion molecular de la linea M231
Para corroborar que la linea celular M231 cuenta con las caracteristicas
moleculares previamente descritas en la literatura (24), se determino la expresion
relativa de algunos marcadores moleculares epiteliales y mesenquimales. De
acuerdo con lo reportado, los marcadores epiteliales CDH1 (Caderina 1) y EPCAM
(Molécula de adhesidon de células epiteliales) mostraron una expresion relativa
menor (-6 £ 0.3 veces (CDH1) y -5.7 £ 1.4 veces (EPCAM)) en las células M231
en relacion con la linea no neoplasica HMEC (Figura 12B). Por su parte, VIM y
SNAI1 mostraron respectivamente un aumento en su expresion de 14 + 5.4y 9 +

4.8 veces en las células M231 en relacion con HMEC (Figura 12B).
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Figura 12. Validacion de la linea celular.
A) RNA total: gel de agarosa (1%) en donde se observan integras
las bandas ribosomales: 18S (~1.5 kb) y 28S (~2.5 kb) y la banda
correspondiente a las especies de RNA pequefios (=2). (M =
Marcador peso molecular 1-10 Kb). B) qPCR. Expresion relativa de
los marcadores epiteliales (CDH1 y EPCAM) y mesenquimales
(VIM Y SNAI1). Se uso6 el gen GAPDH para normalizar la expresion.
Se muestra la media + SEM de 3 experimentos independientes. La
significancia estadistica se determiné mediante una t de Student (*P
< 0.05). La gréfica se generd con el programa computacional
GraphPad Prism V.6. C) Curva Melt: cinética de disociacion de los
fragmentos amplificados. D) Especificidad de la reaccidon: se ge
de agarosa (2%) en el que se observa la presencia de un solo
amplicon para los marcadores moleculares (M = Marcador peso

molecular 50-800 pb).
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La expresion de los marcadores epiteliales y mesenquimales coincide con
lo reportado en la literatura (21,24,25,48). Esta linea celular se clasifica dentro del
subtipo molecular ‘claudin-low’, cuyas caracteristicas principales son la baja
expresion de genes involucrados en la adhesion celular, tales como CDH1 y
EPCAM; y una alta expresiéon de marcadores mesenquimales como VIM SNAI1,
TWIST1, ZEB2 y CDH2 (21,24,25,48). La expresion de estos marcadores se
relaciona con el proceso de la TEM, la cual implica la pérdida de marcadores
epiteliales y la ganancia de marcadores mesenquimales que inducen cambios
morfologicos (por ejemplo, la remodelacion del citoesqueleto) y la pérdida tanto de
la polaridad apical-basal como de la adhesion célula-célula que permite la
migracion e invasion celular (25,48,49).

La CDH1 es una proteina transmembranal dependiente de calcio que
participa en la adhesion célula- célula; la disminucién en la expresion de esta
proteina es uno de los primeros pasos en la invasion celular, al permitir el
desprendimiento de las células del sitio primario y es una marca distintiva de la
TEM (24). EPCAM es una glicoproteina transmembranal de tipo | que también
participa en la adhesién celular, por lo que la pérdida de su expresion se asocia
con una mayor capacidad migratoria de las células (50) su parte, SNAI1 es un
factor de transcripcion que reprime la expresion de la CDH1 al unirse a su region
promotora, por lo que su alta expresion aumenta la motilidad y la invasion celular.
Ademas, SNAIL1 se ha implicado en la regulacién del ciclo celular, al reprimir la
expresion de la ciclina D2 (CCND2) especifica de la fase G1/S e inducir al

Inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 1A (CDKN1A) (48,51). VIM es una
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proteina de filamentos intermedios de tipo Ill y su expresion a la alta se
correlaciona con una mayor migracion e invasion celular, al regular la migracion
celular inducida por el represor transcripcional de la familia Snail 2 (SNAI2) y por la
GTPasa KRas (Kras) (52). Lo anterior demuestra por qué la linea M231 se

considera como altamente invasiva y metastasica.

7.3 Expresion del miR-137
Una vez caracterizada la linea celular y con la finalidad de analizar la expresion
del miR-137, se realiz6 una RT-qPCR. Los resultados mostraron que la expresion
de este miRNA se encuentra disminuida 3 £ 0.02 veces en las células M231 en
contraste con HMEC (1 £ 0.01) (Figura 13A). El perfil de expresion del miR-137 es
similar a los niveles relativamente bajos observados en diferentes tipos de cancer.
Por ejemplo en el melanoma (53), cancer de ovario (54) y NSCLC (cancer de
pulmén de células no pequefias) (7) se observa la mayor disminucion de este
mMIiRNA (~2.5 veces menos); en el GBM (glioblastoma multiforme) (55) y carcinoma
oral de células escamosas (10) la expresion de este miRNA se ha encontrado
disminuida ~1.6 veces menos; mientras que la menor reduccion en los niveles de
expresion del miR-137 se ha observado en osteosarcoma (9) y cancer de tiroides

(56) (~0.5 veces menos).
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Figura 13. Expresion relativa del miR-137 en las células HMEC y M231. A) gPCR: expresion
del miR-137 en las células M231. Se utilizé el miR-16 para normalizar la expresién. Se muestra la
media + SEM de 3 experimentos independientes. La significancia estadistica se determiné
mediante una t de Student (*P < 0.05). La grafica se gener6 con el programa computacional
GraphPad Prism V.6. B) Curva Melt. C) Gel de agarosa (2%): muestra los amplicones obtenidos
en las gPCRs de los miRNAs (M= Marcador de peso molecular de 50-800 pb) para ambos miRNAs
se observan amplicones de 100 pb de acuerdo con las especificaciones del kit miScript SYBR®
Green PCR.

En particular, en el CaM se ha observado que la expresion del miR-137 varia de
acuerdo con el subtipo molecular en el que se estudie de -3 a -40 veces
aproximadamente. Nuestros datos se correlacionaron con los reportados por Zhao
et al (2012), quienes observaron una baja expresion del miR-137 en varias lineas
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celulares de CaM, entre ellas la M231 (~45 veces menos) en comparacion con la
linea epitelial de glandula mamaria no neoplasica MCF10A (28). Similarmente,
otro estudio también encontr6é una disminucion (~25 veces menos) en la expresion
de este miRNA en células M231 (57). En contraste, niveles relativamente altos del
miR-137 (~3 veces mas) se detectaron en muestras de tumores mamarios (grado
IV) y en las lineas celulares de CaM MCF7 (Lumial A) y BT474 (Lumial B) (58), lo
cual podria deberse a que en este estudio se usaron los tejidos adyacentes como
tejidos control para hacer la comparacioén del nivel de expresion del miRNA. En
conjunto, estos datos indican que los niveles de expresion del miR-137 varian de
acuerdo con el subtipo molecular de CaM en estudio, y en particular, en el subtipo

‘claudin-low’ este miRNA se encuentra disminuido.

7.4 Expresion de BIK
Debido a que se demostré que BIK se une al miR-137, a nivel de su secuencia
gendmica (2), se esperaria que un cambio en la expresion de BIK indujera
cambios en la expresion de este miRNA. Los resultados de la g°PCR mostraron
gue en comparacion con HMEC, la expresion relativa de BIK se encuentra
ligeramente aumentada en las células M231 (0.66 + 0.13 veces) (Figura 14A). De
acuerdo con la literatura, la expresion de BIK esta a la alta en muestras de
adenocarcinomas ductales de CaM (40) y en diferentes lineas celulares, como
M231 y MCF7 (1). En el 2016, un trabajo encontr6 que el incremento en la
expresion de BIK, en muestras de pacientes, se asocié con un mal prondstico de

la enfermedad, lo que sugiere una probable actividad de BIK como promotor de
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tumores al inducir la autofagia (42). La localizacién nuclear de BIK y su interaccion
fisica con el genoma de las células M231 sugiere fuertemente que BIK tiene otras
funciones ademas de actuar como regulador de la apoptosis. Particularmente, su
interaccion con la region promotora del miR-137 sugiere que BIK regula la
expresion de este miRNA, al actuar como un factor de transcripcién y a su vez,
esto podria asociarse-con la malignidad de las células M231. Esto indica que BIK
podria tener funciones oncogénicas en el CaM, a pesar de ser descrito como

supresor de tumores en otros tipos de cancer (38,39).
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Figura 14. Expresion relativa de BIK en las células HMEC y M231. A) Se utilizé el gen GAPDH para
normalizar la expresion de BIK. Se muestra la media £+ SEM de 6 experimentos independientes. La

significancia estadistica se determiné mediante una t de Student (*P < 0.05). La gréfica se generé con el
programa computacional GraphPad Prism V.6. B) Gel de agarosa (2%) que muestra los amplicones
obtenidos en las qPCRs de los miRNAs (M= Marcador de peso molecular de 50-800 pb): se observa un

solo amplicén lo que indica que la reaccion fue especifica.
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7.5 Prediccién de las vias bioldgicas reguladas por el miR-137
Con la finalidad de analizar las vias biolégicas potencialmente reguladas por el
miR-137, se utilizé el software DIANA-miRPath v.3, el cual utiliza las herramientas
TarBase v7.0 (analiza los genes validados), micro-TDS v5.0 (genes predichos) y
TargetScan (genes predichos) para identificar los genes blanco y KEGG
(Enciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas) para conocer las vias en las que
estan involucrados los genes regulados por el miRNA. Las Tablas 4 y 5, muestran
respectivamente el numero de genes identificados con cada una de las
herramientas y las vias biologicas enriquecidas con los genes blanco que estan
validados para el miR-137. Todos los genes blanco validados se describen en el

ANEXO 1.

Tabla 4. Numero de genes predichos y validados para el miR-137

Herramienta # genes
TarBase (validados) 336
Micro-TDS (predichos) 1530
TargetScan (predichos) 908

Tabla 5. Vias en las que participan los blancos validados del miR-137

KEGG pathway Valor p # de genes

Via de sefializacion Hippo 0.0001535201220 9
Interaccién de los receptores de la
Matriz Extracelular (ECM)

0.0004011268832 5

*Datos obtenidos con el programa TarBase
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Con el objetivo de tener un poder de prediccion mas alto, se identificaron las vias
potencialmente reguladas por este miRNA, a partir de los genes validados y
predichos, utilizando las herramientas Tarbase, micro-TDS y TargetScan (Tabla 6;

Figuras 15y 16). Para ver todas las vias, ir al ANEXO 2.

Tabla 6. Andlisis de las posibles vias reguladas por el miR-137,

KEGG pathway Valor p # de genes
Via de sefializacion MAPK 0.00978078453869 46
Vias que regulan pluripotencia en células troncales 0.00978078453869 25
Via de sefializacion ErbB 0.0100563980343 20
Via de sefializacion de la hormona tiroidea 0.0100563980343 23
Via de sefializacion Hippo 0.0142207521344 26
Via de sefializacién de la oxitocina 0.0142207521344 29
Via de sefializacion del calcio 0.0160605828591 33
Uniones adherentes 0.0160605828591 16
Via de sefializacion cAMP 0.0436427752089 36
Adhesion focal 0.0436427752089 37

*Datos obtenidos utilizando las herramientas Tarbase, micro-TDS y TargetScan

De acuerdo con lo obtenido con el software DIANA-miRPath (Tablas 5 y 6; Figuras
15 y 16), se puede observar que los genes potencialmente regulados por el miR-
137 participan en vias de sefializacién tales como de las MAPK (Proteinas
Cinasas dependientes de mitdgenos), ErbB (Receptor tirosina-cinasa Erb-B),
Hippo, (proteina cinasa Hippo) y cAMP (adenosin monofosfato ciclico), asi como
vias relacionadas con pluripotencia. Modificaciones en cualquiera de estas vias
podrian alterar procesos celulares tales como el ciclo celular, la supervivencia, la

adhesion celular, la pluripotencia, la proliferacién y la apoptosis.
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La via de sefializacibn de proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) regula importantes procesos celulares, tales como proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, supervivencia, inflamacion, autofagia e inmunidad (59—
61).

Esta cascada de sefalizacion puede ser activada por citocinas, factores de
crecimiento y/o moléculas de la matriz extracelular. Esta compuesta por proteinas
cinasas serina-treonina que al ser activadas fosforilan diferentes proteinas
(incluyendo factores de transcripcion) que determinan la respuesta celular (61).

La activacion aberrante de esta via representa un evento oncogénico de
gran importancia en el desarrollo y progresiéon de multiples tipos de cancer (59).
Mutaciones o cambios en la expresion de los reguladores rio arriba y rio abajo son
frecuentes. Por ejemplo, la ruta RAS-MAPK se encuentra alterada en el 67% de
los casos de leucemia linfoblastica aguda de precursores de células T(T-ALL);
ademas en diferentes tipos de cancer de mama se ha observado la activacion
aberrante de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK (62).

Multiples estudios han demostrado que algunos miRNAs tienen como
blanco miembros de la via de sefalizacion MAPK (59), por lo tanto, la
desregulacion de dichos miRNAs en el cancer podria conducir a la activacion
aberrante de la sefalizacion MAPK contribuyendo asi al proceso de
tumorigénesis. En este trabajo se identificaron posibles genes blanco del miR-137,
involucrados en esta via de sefalizacion (Figura 15). Por lo tanto, estudiar mas a
fondo la participacion del miR-137 en la regulacion de la via de las MAPK, en la
linea M231, resulta importante para determinar si este miRNA esta involucrado en

la malignidad de estas células.
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Las células trocales cancerosas (CSC) son un pequefio grupo de células
con la capacidad de autorrenovarse y producir células cancerosas diferenciadas
(63,64). Lo que diferencia a las CSC de las células troncales embrionarias (ESC),
es que las primeras pierden el control de la replicacion y la diferenciacion lo que
lleva a la tumorigénesis (64). Las CSC son las encargadas de iniciar y sostener el
crecimiento tumoral asi como de llevar a cabo el proceso de metastasis (65).

Los factores de transcripcion y las vias de sefializacidon que regulan la
troncalidad de las ESC desempefian también papeles importantes en el
mantenimiento de las CSC (66). Entre los factores de transcripcion mas
importantes se encuentran Sox2 (Caja SYR 2) cuya expresion desregulada ha
sido observada en diferentes tipos de cancer, por ejemplo, en tumores cerebrales,
cancer de pulmon, colon y mama (63); Klf4 (Factor similar a Kruppel 4) cuyos
genes blanco estan implicados en el control del ciclo celular y que dependiendo
del tipo de céncer actia como supresor tumoral (cancer gastrico y de colén) o
como oncogen (cancer de mama y de piel) (63); y Nanog (Caja homedética Nanog)
relacionado con los procesos de renovacién, proliferacion y pluripotencia. Mientras
que las vias principales de pluripotencia son JAK/STAT, Wnt/B-catenina y la via
Sonic Hedgehog (Shh).

En CSC hepaticas se ha observado que la baja expresion del miR-137 se
relaciona con la mayor formacion de esferas y el aumento de la expresion de
marcadores de relacionados con las células troncales cancerosas (CD133, CD44 y
EpCAM) (66). En este estudio se encontr6 que algunos de los genes que
participan en vias relacionadas con la pluripotencia, fueron predichos como

blancos potenciales del miR-137 (Figura 16). Tomando en cuenta el estudio en
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CSC hepaticas y los resultados del analisis bioinforméatico aqui realizado, la
determinacion del papel del miR-137 en el mantenimiento de la pluripotencia en
células de cancer de mama podria ayudar a tener mejor informacion acerca del

origen y progresion tumoral.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que las células M231, usadas en la realizacion del
presente estudio, expresan los marcadores moleculares distintivos de esta linea
celular.

En cuanto a la expresion del miR-137, se determind que esta se encuentra
disminuida en la linea celular M231 en comparacion con la linea no neoplasica
HMEC, y que la expresion de BIK se encuentra aumentada en M231 en contraste
con HMEC.

También, se encontré que el miR-137 podria estar asociado con cambios
en la via de las MAPK y en vias relacionadas con el control de la pluripotencia, al
potencialmente regular genes clave de ambas vias, lo cual parece indicar que la
disminucion del miR-137 podria estar participando en la malignidad de la linea
M231, al permitir la activacion aberrante de las vias de sefializacion mencionadas,
las cuales tienen un papel importante en el control del ciclo celular.

Por udltimo, aun debe demostrarse la posible funcion de BIK como factor de

transcripcion que participa en la regulacion del miR-137.
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9. PERSPECTIVAS

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, se espera en el futuro:

e Hacer un knock out de BIK mediante el sistema CRISPR/CASY9, para

generar un cultivo de células M231 BIK (-/-).

e |dentificar si la eliminacién de BIK altera los niveles del miR-137.

e Determinar los blancos directos del miR-137 en la linea M231 (en nuestras

condiciones de cultivo).

e Realizar estudios funcionales para comprobar la participacién del miR-137

en las diferentes vias biologicas predichas.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. Lista de los genes blanco validados para el miR-137 (TarBase)

Genes
ARPC5 FBX042 FSTL1 LRRC58 WNT11 SHH
PIK3C3 PDzZD2 HERC1 ADM RPS27L CLSTN1
RPA1 SEC23A PHF10 TCEAL4 ZNF700 IRAK1
IRS2 MCL1 ZNF770 SMCHD1 GAR1 NFIC
BRAF DNAJB11 CANX CSNK1A1 RANBP2 SOX2
PRLR PNPLAG PDS5A CEBPA SP1 BMP7
PAQR3 AKAP9 ABI3BP SRPK1 SSR3 CTPS1
DARS2 MAP4 VPS13A UQCRC2 FNIP1 RAD17
HIPK2 SNRK CCT6A UBE3C SLC20A1 MAP3K?7
ESYT1 HAND1 NAB1 SON ZNF414 ITPR2
MFAP3 GOLGASB SOX21 MARCHS FAM160B1 TET2
NFIX STXBP5 CUL4A PPM1A AMOTL2 PCGF3
ATG7 MKRN2 TNRC6B PALB2 PPARG SLC40A1
UBE2Z GPR180 PROX1 USP46 TMEM245 GOLGA3
G3BP1 PSPC1 STK39 PRKCSH TP53BP1 PDHB
MASTL RPL37 FAM20C COL5A1 ATXN7L3B GDPD1
FAM167A ITGAS GRN MSH2 SELPLG PFKFB4
ADAMTS5 ADO AZIN1 CTSZ PRPF4 MYL12A
EMP1 CCDC28A LCAT E2F6 MRPS6 CDC42EP2
EXT1 BCL11A RYK TFRC UBE2G2 ENTPD7
LRP6 TNFRSF11A RIOK2 SRPR H3F3B KPNB1
SMC1A SELT HECTD1 CEP350 ESRRA PSMC1
UBP1 OSER1 FAM217B ATRX ZFR SPOPL
RRAGD DDX6 LAPTM4A  CSGALNACT1 HNRNPH1 SECISBP2L
UEVLD MTIF2 ABCD3 TMEM131 CCNE1 TGFBR2
MED13L RAB2A AKT2 SNAPC4 NANOG SLC1A5
UBE2Q2 IBTK ARHGAP35 EIFAG1 CENPJ EIF1
YAP1 NA C9orf41 MIA3 GLIPR1 RAB14
GCLC MARCH9 NPM1 TRIM33 PAPD7 ADRB1
FUS MCFD2 PTGES2 TUBE1 PCMTD1 SGK1
FAM126B MYO1C ETNK1 PTGS2 LEPREL2 PSMB6
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FABP4
USP36
CBX2
PPP1R9A
MAST4
CENPT
SIK3
GRK5
MTHFD2
YWHAE
BTBD1
DENND4B
CALM3
ZMYM4
COL12A1
THBS1
PTRF
ZNF267
DBN1
PRRC2B
GAPDH
CTBP1
KCNQ5
YIPF6
VAC14

MANZ2A1
RNF217
USF2
SETDS5
PPCS
FMR1
PABPC4
TARDBP
SMIM4
CLTC
NOTCH2
GLS
LOX
TIMP2
ASPH
GRAMD3
CD2AP
RAB1A
SLC30A7
HNRNPU
VLDLR
ZKSCANS8
CDK6
KIF23
HEY?2

ITGAV
ZNF385A
ZFYVE16

TRAK2
CSE1L
PMAIP1
OSBPL2
KIAA1432
sMmc4
SFXN1
SENP2
PIKFYVE
RUNX1T1
AGO1
NECAP1
PKP4
BTG2
CASP3
RNF4
SSFA2
SBNO1
GIGYF2
NONO
POUS5F1
SLC35C1

HECA
NCOA2
CFL2
BAZ2A
MARCKSL1
NRP1
TMPO
FXR1
DCUN1D3
JAZF1
DDX5
CuUX1
XRN1
H3F3C
C6orf62
CDC42
PMPCB
TMEM222
IPO5
SCO1
KCNC4
RPL28
CYSLTR1
CCDC88A
KCNK1

DNAJB12
UPF2
GOLGB1
NSF
TULP4
COG3
UHMK1
TNRC6A
BCMO1
OXR1
RASAL2
ZBTB18
SNX6
ALG13
SLX4
PARD3
ATP2A2
PAFAH1B2
RPL35
ARHGEF7
PLEKHAG
ADK
AIMP2
CTDSPL2
LEPROT

MDM2
SSR4
RPL18
NT5DC1
HOXC8
MYO1B
PLS3
CcoQ7
ACO2
COL4A1
DGKH
SNAP29
PPP1CB
FNIP2
ASAP2
MEX3C
ZCCHC3
NEFL
OTUD7B
GREM1
MOB1A
ZC3H11A
AXL
PDIAG
PITPNA
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ANEXO 2. Vias bioldgicas potencialmente reguladas por el miR-137

A continuacioén, se presentan las esquematizaciones de las vias predichas para el
miR-137 asi como los genes que potencialmente regula. En amarillo se observan

los genes que contenidos en una lista y en rojo los que se encuentran en mas de

dos listas.
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Via de sefalizaciéon del calcio
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