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Papel de la MT4-MMP en la progresión tumoral 

 

 

Resumen 

 

 

La MT4-MMP es un miembro de la familia de metaloproteasas con un papel 

controversial en la remodelación de la matriz extracelular. Se ha observado una 

sobreexpresión de miembros de esta familia en el cáncer de mama con una 

posible capacidad para regular el crecimiento tumoral y la progresión del cáncer. 

Los mecanismos hasta ahora descritos por los cuales MT4-MMP participa en el 

cáncer de mama incluyen la desestabilización de los vasos sanguíneos del tumor, 

la activación de un interruptor angiogénico y la inducción de la vía del EGFR. Sin 

embargo, aún no se conocen completamente los mecanismos por los que la MT4-

MMP participa en el cáncer de mama. Nosotros investigamos por primera vez, si la 

MT4-MMP puede modular la expresión de miRNAs relacionados con procesos 

biológicos asociados a la formación y progresión de tumores. 

La MT4-MMP se sobreexpresó en células de cáncer de mama MDA-MB-231, se 

realizaron xenotransplantes en pez cebra con las línea celular que sobreexpresa a 

esta MT-MMP y se investigó el perfil de expresión de miRNAs inducido por la 

sobreexpresión por medio de microarreglos. Los datos de microarreglos se 

analizaron con diferentes herramientas bioinformáticas para encontrar las 
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funciones moleculares y celulares relacionadas con los miRNAs expresados 

diferencialmente. La relevancia clínica de algunos de estos miRNAs se analizó 

utilizando una base de datos pública. 

Nuestros resultados muestran, que la sobreexpresión de la MT4-MMP en células 

de cáncer de mama indujo la formación de tumores y la modulación de 65 

miRNAs. El análisis de las funciones asociadas a los miRNAs desregulados reveló 

la alteración de las vías dependientes de p53, TGF-	 β, MAPK, ErbB y Wnt, así 

como de procesos como el ciclo celular, las uniones adherentes, la adhesión focal 

y la apoptosis. Varios de los miRNAs regulados positivamente se asociaron con un 

mal pronóstico en pacientes con cáncer de mama. 

En conclusión, la sobreexpresión de la MT4-MMP en células MDA-MB-231,  indujo 

formación de tumores en un modelo in vivo y a la desregulación de miRNAs 

relacionados con procesos biológicos asociados a la formación y progresión 

tumoral. Este estudio por primera vez muestra como la sobreexpresión de la MT4-

MMP altera los perfiles de expresión de los miRNAs asociados a la progresión 

tumoral. 
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Abstract  

 

MT4-MMP is a member of the metalloproteinases family with a controversial role in 

extracellular matrix remodeling. Overexpression of this metalloproteinase has been 

observed in breast cancer with a possible ability to regulate tumor growth and 

cancer progression. MT4-MMP participates in breast cancer development, which 

includes tumor blood vessels destabilization, the activation of an angiogenic 

switch, and the increase of EGFR signaling. However, the fully mechanisms by 

which MT4-MMP participates in breast cancer are still unknown. 

 

We investigated for the first time, if MT4-MMP can dysregulate the expression of 

miRNAs related to biological processes associated to tumor formation and 

progression. MT4-MMP was ectopically overexpressed in breast cancer MDA-MB-

231 cells and this expression profile of miRNAs induced by this overexpression 

was investigated by miRNAs microarrays. Microarray data were analyzed with 

different tools to find the molecular and cellular functions related to the differentially 

expressed miRNAs. The clinical relevance of some miRNAs was analyzed using a 

public database. 

 

Our results show that MT4-MMP overexpression in breast cancer cells induced the 

modulation of 65 miRNAs. The analysis of the functions associated to the 
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dysregulated miRNAs revealed the alteration of pathways dependent of p53, TGF-	

β, MAPK, ErbB and Wnt, as well as processes such as cell cycle, adherens 

junctions, apoptosis and focal adhesion. Several of the upregulated miRNAs were 

associated to a worse prognosis in breast cancer patients. 

In conclusion, in breast cancer cells, MT4-MMP overexpression induces the 

formation of tumor in a model in vivo and dysregulation of miRNAs related to 

several biological processes associated to tumor formation and progression, being 

the first study in which shows a change in the expression profile of miRNAs 

associated with the expression of MT4-MMP.. 
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Introducción 

 

Progresión tumoral  

La invasión tumoral y las metástasis definen la malignidad del cáncer y son las 

principales causas de muerte asociadas a esta enfermedad. La cascada 

metastásica es un proceso de múltiples pasos en el que algunas células de cáncer 

se diseminan del tumor primario a órganos o tejidos dístales  [1]. Una vez que se 

forma y establece un tumor primario, un grupo de células adquiere la capacidad de 

invadir y generar metástasis. Los principales eventos que ocurren son: 1) Invasión 

local a través de la membrana basal (BM) y la matriz extracelular (MEC, por sus 

siglas en inglés) para abrirse paso por el estroma y el epitelio [2]. 2) Intravasación 

a los vasos sanguíneos o linfáticos locales, donde las células de cáncer atraviesan 

las paredes de los vasos y promuevan la noeangiogénesis. 3) Sobrevivencia en la 

circulación. Una vez en torrente sanguíneo las células tumorales pueden 

diseminarse a órganos o tejidos lejanos. 4) Extravasión en tejidos dístales, las 

células de cáncer salen de los vasos sanguíneos e invaden otros tejidos. 5) 

Formación de micrometástasis, y el establecimiento en el microambiente nuevo. 

6)Colonización metastásica, en este paso las células de cáncer proliferan en los 

sitios metastásicos y la promoción de la angiogénesis  [3]. 

 

 

 



	
6	

 

 

 

Figura 1. Cascada metastásica. Una vez formado un tumor primario algunas 

células de cáncer se  desprenden del tumor, estas células tienen la capacidad 

de resistir la anoikis adquiriendo la capacidad de migrar e invadir a través de la 

membrana basal y la MEC, posteriormente llegar a los vasos sanguíneos 

(intravasación) en donde tienen que sobrevivir hasta alcanzar un órgano o 

tejido distal donde salen de la circulación (extravasación) y finalmente formar 

un tumor secundario y promover la formación de vasos sanguíneos.  

 

Un requisito para el establecimiento de las metástasis es la remodelación de la 

(MEC). Entre las principales proteínas que participan en la remodelación de la 

MEC se encuentran las metaloproteasas de matriz (MMPs) [4]. La familia de las 

MMPs está formada por 26 proteínas que están involucradas en la degradación de 

la MEC [2, 3]. 
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Metaloproteasas de matriz 

Las MMPs son producidas por una gran variedad de tipos celulares, como las 

células epiteliales, los fibroblastos y las células inflamatorias [5, 6]  Las MMPs 

representan una familia de enzimas proteolíticas que tienen zinc en su sitio 

catalítico [7, 8]. Estructuralmente, las MMPs tienen diferentes dominios que son 

importantes para su clasificación, la especificidad a su sustrato y su localización 

celular. Todas las MMPs tienen un predominio, un pro-dominio, un dominio 

catalítico, un dominio hinge (tipo bisagra) y un domino tipo hemopexina [9, 10]. 

Además de las semejanzas estructurales, las MMPs se sintetizan de manera 

similar, la pro-enzima inactiva requiere de la activación extracelular. Esta 

activación se realiza por las proteínas de los tejidos o del plasma, el proceso 

consta de dos pasos básicos: un corte inicial en la región del pro-dominio seguido 

de una reacción auto proteolítica que genera las enzimas activas muy estables 

[11, 12].  

La mayoría de las MMPs se activan fuera de la célula, pero algunas otras MMPs 

pueden activarse antes de llegar a la superficie celular; y también las MMPs 

pueden activarse por otras MMPS o por proteínas con actividad proteasa de serina 

[11, 13]. La actividad de las MMPs puede ser regulada en tres niveles distintos: a 

nivel de expresión génica, durante la activación del zimógeno y durante la 

inhibición de la forma activa [11, 14]. Los principales inhibidores naturales de las 

MMPs son los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs, por sus siglas en 
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inglés), de los cuales se han identificado cuatro: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-

4. Los TIMPs son proteínas secretadas que tienen un papel central en la 

regulación de la inhibición de las MMPs de forma específica, también participan en 

la formación de complejos con las MMPs. En los complejos que forman es 

importante el balance entre la expresión de los TIMPs y las MMPs, en el caso del 

cáncer la regulación de los TIMPs es un paradigma ya que el balance del TIMP-2  

y del TIMP-4 es importante durante la progresión tumoral, uno de los principales 

complejos es el que está formado por MTI-MMP/ TIMP-1 /Pro-MMP2 que está 

asociado a eventos durante la evolución de cáncer debido a que se promueve la 

elevada expresión de la metaloproteasa de matriz tipo membrana 1 (MT1-MMP, 

por sus siglas en inglés) [8]. Por otra parte los TIMP-2 y TIMP-3 inhiben a las 

MMPs de membrana principalmente [15]. 

 

Metaloproteasas de matriz t ipo membrana 

Las metaloproteasas tipo membrana (MT-MMPs, por sus siglas en inglés), son un 

tipo particular de MMPs, que se encuentran ancladas a la membrana a través de 

un dominio único que las distingue del resto de las MMPs [16, 17]. Las MT-MMPs 

se subdividen por su tipo de anclaje en: transmembranales (TM-MT-MMP, por sus 

siglas en inglés) entre las que se encuentran la MT1-MMP, la MT2-MMP, la MT3-

MMP y la MT5-MMP [18]; y las ancladas por una molécula de glicosil-fosfatidil-

inositol (GPI-MT-MMP), como la MT4-MMP y la MT6-MMP	[19] (Figura 2). 
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Figura 2. Estructura general de las MT-MMPs. Estas proteínas comparten los dominios de 

organización del resto de las MMPs como el pre-dominio, el pro-dominio, el dominio 

catalítico que contiene zinc, la región hinge y el dominio tipo hemopexina. A)  Las TM-MT-

MMP se unen a la membrana por un dominio transmembranal y tienen un tallo 

citoplásmico. B) Las GPI-MT-MMP se unen  a la membrana por GPI  y además contienen 

una región stem que une a la región de GPI y carecen de un tallo citoplasmático. 
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MT4-MMP 

La MT4-MMP fue clonada por primera vez de una librería de DNA complementario 

derivada de células de cáncer de mama [20]. La expresión del ARN mensajero se 

encontró en diferentes órganos: cerebro, sangre, colon, ovarios y testículos [20, 

21]. Se describió que el cDNA reportado por Kajita y colaboradores, codifica para 

la proteína de la MT4-MMP con una secuencia de 605 aminoácidos y un peso de 

67 kDa [21]. La MT4-MMP conserva los dominios característicos de las MMPs y 

además contiene una región stem formada por 50 residuos que une el domino tipo 

hemopexina con el dominio de GPI [22, 23].  

Las características estructurales de la MT4-MMP que la diferencian 

funcionalmente de las otras MT-MMPs se encuentran en: el dominio catalítico, la 

región stem y  el GPI (Figura 2). La región Stem de las GPI-MT-MMPs tiene 

características únicas comparada con los otros miembros de las TM-MT-MMPs, 

debido a la presencia de los residuos de cisteína que son sitios donde se puede 

dar una gran variedad de modificaciones post-traduccionales, por ejemplo puentes 

disulfuro, prenilación y palmitoilación [24]. Los residuos de cisteína Cys564 y Cys566. 

de la región stem de la MT4-MMP, están asociados a su capacidad de formar 

dímeros e interacciones con las demás MMPs [23]. La formación de estas 

interacciones pueden ser de diferentes formas: monómeros, dímeros y oligómeros, 

Se ha caracterizado la formación homodímeros de la MT4-MMP, estos 

homodímeros se generan por la formación de puentes disulfuro, vía el residuos 
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Cys564 que se localiza en la región Stem [23]. 

El domino catalítico de la MT4-MMP a diferencia de las otras MT-MMPs no activa 

a la progelatinasa A y tampoco hidroliza los principales componentes de la MEC 

como la colágena tipo I, II, III y IV, la fibronectina, la laminina y la decorina [25]. 

Esta enzima solo es capaz de degradar algunos sustratos que forman parte de la 

MEC [21, 26]. Se ha mostrado mediante ensayos basados en zimogramas que la 

MT4-MMP únicamente es capaz de procesar fibrina, fibrinógeno y gelatina 

únicamente [22]. Adicionalmente se han descrito otros sustratos, que no son 

componentes de la MEC, como el pro-TNFα, la ADAMTs-4 (desintegrina y 

metaloproteasa con motivos de trombospondina) y la αM-integrina [25, 27-30]. En 

cuanto la inhibición de la MT4-MMP, el TIMP-1 suprime de manera efectiva la 

actividad de esta metaloproteasa, en contraste  suprime limitadamente la actividad 

de la MT1-MM, la MT2-MMP y la MT3-MMP [25], mientras que el TIMP-2 es un 

potente inhibidor de la actividad de la MT4-MMP [25, 27]. 

 

Funciones de la MT4-MMP  

Las características peculiares de la MT4-MMP no solo están limitadas a su 

estructura y a sus funciones, ya sean éstas dependientes o independientes de su 

actividad catalítica. Se ha descrito la participación de la MT4-MMP en diversos 

procesos tanto fisiológicos como patológicos, a continuación se mencionan 

brevemente.  
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La MT4-MMP participa en la regulación de la osmolaridad del agua. En un modelo 

de ratones. Srichai y colaboradores., analizaron la expresión de la MT4-MMP en 

los receptores del hipotálamo, y observaron que esta MT-MMP se localizó 

específicamente en los osmo-receptores localizados en el interior del hipotálamo 

que es la zona donde el cerebro regula la homeostasis del agua. Adicionalmente 

en ratones mutantes MT4-MMP-/- encontraron que la ausencia de esta proteína 

genera alteraciones mínimas en el desarrollo de los riñones y  no afecta sus 

funciones [31]. 

La formación de la memoria del miedo requiere de la participación de neuronas de 

la amígdala basolateral y de la activación del sistema dopaminérgico-BDNF. El 

grupo de Rainnie demostró que la activación del receptor TrKB requiere de la 

liberación de zinc y la consecuente activación de las MT3-MMP y MT4-MMP; estas 

proteínas, junto con los receptores D1 y D5, colocalizan en las neuronas 

principales de la amígdala basolateral. Además sugieren que estas MT-MMPs 

pueden activarse de manera preferencial solo en respuesta a una entrada 

sensorial fuerte, como la conversión de pro-BDNF.  El funcionamiento anormal del 

sistema dopaminérgico-BDNF está implicado en psico-patologías de los 

desórdenes psiquiátricos como los desórdenes de estrés postraumático y 

depresión, y en el abuso de drogas [32].  

El aumento en la degradación del agrecano, que es uno de los principales 

componentes de la MEC del cartílago articular, pierde su estructura y función, 



	
13	

generando osteoartritis. Se ha reportado un incremento en la expresión de la 

proteína de MT4-MMP y de agrecano, ambos colocalizaron en las zonas con 

lesiones de osteoartritis en los cartílagos de ratones, bovinos y humanos con 

osteoartritis. Una característica importante de los agrecanos es que tienen motivos 

ADAMTS, por lo que la degradación se debe a la activación  de estas agrecanasas 

por la MT4-MMP [33]. También se ha reportado la importancia de la integridad de 

los condrocitos articulares en el cartílago, que está dada por la unión de los 

oligosacáridos y los receptores CD44. La degradación del cartílago se inicia 

cuando se inhibe la interacción del receptor CD44 con sus antagonistas, los 

oligosacáridos de ácido hialurónico HA (Small hyaluronan, por sus siglas en 

inglés) y promueve la transcripción de ADAMTS-4 y ADAMTS-5, que son 

activadas por la MT4-MMP generando la degradación del cartílago mediante la vía 

de los agrecanos. Interesantemente se ha demostrado que en modelos de cáncer 

los HA inhiben vías de supervivencia e inducen la muerte por apoptosis [34]. 

Durante el ciclo menstrual la vascularización en el endotelio es un proceso 

importante en  algunas de las fases de este ciclo. Se ha encontrado la expresión 

de las MT-MMPs en células endoteliales del endometrio, sin embargo durante la 

fase de proliferación y la fase secretoria del endotelio que se caracterizan por la 

elevada vascularización y numerosos vasos sanguíneos, se ha detectado la 

expresión de la MT2-MMP, la MT3-MMP y la MT4-MMP. La expresión de estas 

últimas correlaciona con los episodios de angiogénesis del ciclo in vivo e in vitro, 
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además encontraron que la MT2-MMP y la MT3-MMP participan en la formación 

de tubos capilares, mientras que la MT4-MMP no es capaz de inducir la formación 

de tubos capilares por lo que se desconoce cómo participa en la angiogénesis 

endometrial [35]. 

Se ha reportado la expresión de la proteína de la MT4-MMP en monocitos y 

macrófagos, en estas células se demostró que la MT4-MMP tiene la capacidad de 

procesar TNF-α y sugieren su posible participación en la inflamación [28]. También 

se ha demostrado la expresión constitutiva de la proteína MT4-MMP en 

eosinófilos, y al estimular con TNF-α incrementa la expresión de esta 

metaloproteasa. En consecuencia la MT4-MMP puede estar directamente 

implicada en la degradación de los componentes de la matriz extracelular o 

modular la actividad de otras proteínas implicadas en la migración de eosinófilos y 

la remodelación tisular [36]. 

Recientemente se ha descrito el procesamiento de un novedoso sustrato de la 

MT4-MMP en los monocitos y macrófagos, es la cadena de la αM-integrina que 

está presente en los microdominios de lípidos de la membrana de las células 

antes mencionadas. El procesamiento de αM-integrina depende de la actividad 

catalítica de la MT4-MMP y se lleva a cabo en la superficie de las células in vitro, 

además disminuye la adherencia de los monocitos a las zonas de inflamación. 

Este modelo es independiente al procesamiento de TNF-α previamente descrito 

para la MT4-MMP en este tipo de células	 [30].	 	Además de las diversas funciones 
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antes mencionadas en la que participa la MT4-MMP, tiene un papel importante en 

el desarrollo del cáncer.		

 

 

MT4-MMP en cáncer 

Se ha documentado la participación de la MT4-MMP en diferentes procesos 

asociados a cáncer y a la progresión tumoral, en algunos de estos procesos su 

participación es controversial. Huang y colaboradores encontraron que la 

expresión de la MT4-MMP en carcinoma de células escamosas de la lengua (SAS) 

incrementa  la invasión a través de Matrigel, pero no la migración celular [37]. En 

un modelo de cáncer de cabeza y cuello además demostraron que la expresión de 

la MT4-MMP también incrementaba las metástasis a pulmón, en este modelo 

encontraron que la expresión de la MT4-MMP es regulada por hipoxia, a través de 

los factores de transcripción HIF-1α y Slug, los cuales incrementan la expresión de 

la MT4-MMP generando así las metástasis. Cabe mencionar que la MT4-MMP se 

utiliza como un marcador pronóstico en el cáncer de cabeza y cuello [37]. 

En cáncer gástrico se ha reportado un incremento en la expresión de la MT4-MMP 

comparado con muestras de tejido sano y muestras de gastritis atrófica. Este 

aumento en la expresión de la MT4-MMP se asoció con la profundidad de la 

invasión tumoral, la metástasis ganglionar y la afectación de los fenómenos 

serosos asociados con la progresión tumoral [38]. En contraste, en glioma se ha 
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reportado que los niveles de expresión son menores es los estadios más 

avanzados, contrario a lo que pasa con la expresión de la MT1-MMP, la MT2-MMP 

y la MT6-MMT [39]. 

En líneas celulares de melanoma se analizó la expresión de MT4-MMP y se 

encontró que estas tienen altos niveles de expresión de la metaloproteasa. 

También analizaron los niveles de expresión de la proteína de MT4-MMP en 

muestras de piel normal, células de nevus (melanocitos), melanoma primario y 

metástasis de melanoma, encontraron que todos eran positivos e identificaron tres 

formas diferentes de la MT4-MMP con los siguientes pesos moleculares: 45 kDa, 

58 kDa y 69 kDa. Identificaron una forma con peso molecular 69 kDa como el 

precursor, el cual se localiza en el sistema membranoso de retículo 

endoplasmático / Golgi. La siguiente forma identificada pesa 58 kDa y corresponde 

a la ubicada en la membrana celular, la forma activa procesada por furina. 

Finalmente, también detectaron una forma de menor peso, 45kDa, que no es un 

producto de autocatálisis o procesamiento de furina. En los tejidos se encontró 

una baja cantidad de la forma de 69 kDa de la MT4-MMP, este hallazgo sugiere 

que esta variante se puede procesar rápidamente a las formas de 58 kDa o a la 

forma de 45 kDa [40].   

 

El modelo en el que más se ha estudiado a la MT4-MMP es el cáncer de mama. 

Los grupos de Chabottaux y Hotary, demostraron que la sobreexpresión de la 
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MT4-MMP no promueve la invasión en células de cáncer de mama MDA-MB-231 

[41]. En contraste, los grupos de Rizki y Hegedus demostraron que la inhibición de 

la MT4-MMP con siRNAs en células de cáncer de mama T4-2 y MDA-MB-231, 

respectivamente, inhibió la invasión [42, 43].  

 

Adicionalmente, se ha descrito que la sobreexpresión de la MT4-MMP in vivo 

acelera el crecimiento tumoral, promueve la angiogénesis, la remodelación de 

vasos sanguíneos y las metástasis de cáncer de mama a pulmón [44]. Sin 

embargo, el mecanismo por el cual la MT4-MMP participa en cáncer aún no se ha 

establecido claramente. Se ha observado que la sobreexpresión de la MT4-MMP 

promueve el crecimiento tumoral y promueve las metástasis de células de cáncer 

de mama a través de la remodelación de los vasos sanguíneos, para lo cual 

requiere de su actividad catalítica [44-46]. Adicionalmente, en células de cáncer de 

mama MDA-MB-231, la MT4-MMP induce la activación y señalización del EGFR 

para promover la proliferación de células tumorales de manera dependiente de su 

actividad proteolítica [47]. Incluso la coexpresión de EFGR y MT4-MMP se 

correlaciona clínicamente con un fenotipo triple negativo que resultó ser sensible a 

una combinación de agentes quimioterapéuticos dirigidos al DNA y fármacos anti-

EGFR [48]	.	Siendo estos los únicos mecanismos descritos a la fecha.	
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RNAs no codif icantes 

Las regiones no codificantes del genoma representan aproximadamente entre el 

1.5-2 %  del RNA y tienen funciones importantes durante el desarrollo normal y la 

fisiología, y en las enfermedades [49, 50]. Los ncRNA son relevantes en el 

desarrollo del cáncer puesto que su desregulación está relacionada con la 

progresión y metástasis. Los ncRNAs pueden dividirse de acuerdo a su tamaño 

en: ARNs  pequeños no codificantes (sncRNAs, por sus siglas en inglés) tienen 

un tamaño de 18-200 nucleótidos, y en ARNs largos no codificantes (lncRNAs, 

por sus siglas en inglés) que son moléculas de más de 200 nucleótidos  [52]. Entre 

las categorías principales de ncRNAs encontramos a: miRNAs (microRNAs, por 

sus siglas en inglés), siRNAs (RNAs pequeños de interferencia, por sus siglas en 

inglés) piRNAs (piwi-interacción RNAs, por sus siglas en inglés), snRNAs (RNAs 

pequeños nucleares, por sus siglas en inglés), snoRNAs (RNAs pequeños 

nucleolares, por sus siglas en inglés), tRNAs (RNAs de transferencia, por sus 

siglas en inglés), y lncRNAs (RNAs largos no codificantes, por sus siglas en 

inglés) [50, 52]. A continuación se mencionan las principales características de los 

microRNAs y los snoRNAs, por ser de nuestro interés. 
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microRNAs 

Los microRNAs (miRNAs) son pequeños RNAs no codificantes que pueden 

regular negativamente la expresión de sus genes blancos degradando los RNA 

mensajeros o reprimiendo la traducción [53]. Más recientemente, se ha reconocido 

que la desregulación de miRNAs tiene un papel clave no solo en el inicio de la 

formación del tumor, sino también en la progresión del cáncer. Los miRNAs 

ejercen sus funciones oncogénicas al regular la expresión de oncogenes y genes 

supresores de tumores, y también regulan la expresión de proteínas que participan 

en procesos tales como la migración celular, la proliferación y la neoangiogénesis 

[54].  

 

Se ha descrito la existencia de un grupo de miRNAs (miR199-5p, miR-1993p y 

miR1908) que tienen como blancos genes asociados a las metástasis [55]. En el 

cáncer de mama se ha descrito la participación de moléculas, que funcionan como 

supresores durante la transcripción de varios miRNAs (miR-10b, miR-196) 

relevantes para metástasis [56]. Varios estudios han indicado que los miRNAs 

frecuentemente forman circuitos de retroalimentación, ya que podrían ser 

regulados por factores de transcripción, que los pueden dirigir directa o 

indirectamente mediante la desregulación en la expresión de los miRNAs [51, 57].  
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snoRNAs 

Los snoRNAs, están altamente conservados, y están formados por secuencias de 

60-300 nucleótidos  [58]. Como su nombre lo indica su ubicación celular es el 

nucleolo, en donde modifican y procesan al rRNA (RNA ribosomal , por sus siglas 

en inglés). Entre las principales modificaciones que dirigen los snoRNAS se 

encuentran la metilación y la pseudouridilación que son necesarias para el 

funcionamiento del esplaiceosoma. Estas modificaciones las lleva a cabo un 

subgrupo de snoRNA conocido como scaRNA (RNAs pequeños específicos del 

cuerpo de Cajal) [52].  La evidencia indica que los snoRNAs y los scaRNAs tienen 

importantes papeles en la regulación de la progresión del cáncer, aunque se 

desconoce si el mecanismo es independiente de su actividad canónica [59]. 

Algunos ejemplos de la participación de los snoRNAs en cáncer son: la expresión 

del SNORA42 se asocia al cáncer de pulmón [60], el snoRNAU50 se encuentra 

mutado en células de cáncer de próstata y en muestras de pacientes con cáncer 

de próstata, en contraste el snoRNAU50 tipo qué está presente en los casos 

controles analizados [61].  

 

Hasta la fecha se ha demostrado la participación de la MT4-MMP en el desarrollo 

del cáncer y durante la progresión. Aunque se han descrito algunos de los 

mecanismos tales como el incremento en la formación de tumores, la invasión y la 

formación de metástasis, también se ha reportado  cómo la expresión de la MT4-
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MMP en algunos tipos tumorales es asociada al mal pronóstico o estadios 

avanzados de la enfermedad. Sin embargo, se desconocen los mecanismos 

particulares que regulan sus distintas actividades en el desarrollo del cáncer. Por 

otra parte, la desregulación de los sncRNAs  en cáncer y en la progresión ha sido 

demostrada en diversos estudios [62-64]. Por los motivos anteriormente 

mencionados y debido a la importancia de conocer más sobre la participación de 

la MT4-MMP en la progresión tumoral y poder establecer algún nuevo mecanismo 

de su participación en el cáncer, analizamos la expresión de los miRNAs 

desregulados por la sobreexpresión de la MT4-MMP.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
22	

Hipótesis 

La sobreexpresión de la MT4-MMP desregula la expresión de miRNAs asociados 

a la progresión tumoral  en células de cáncer mama. 

 

Objetivo  

Analizar los miRNAs desregulados por la sobreexpresión de la MT4-MMP en 

células de cáncer de mama. 

 

 

Objetivos específicos 

 

1. Establecer una línea celular de cáncer de mama con niveles elevados de la 

MT4-MMP y analizar su potencial tumorigénico in vivo. 

2. Analizar el perfil de expresión de miRNAs modulados por la MT4-MMP en 

células de cáncer de mama. 

3. Analizar las vías de señalización asociadas al perfil del expresión de los 

miRNAs modulados por la MT4-MMP. 

4. Analizar la relevancia clínica de los miRNAs regulados por la MT4-MMP en 

cáncer de mama. 
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Metodología 

Cultivo celular 

Las células MDA-MB-231 fueron compradas en American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA, USA). Las células se cultivaron en Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). Las 

células fueron incubadas a 37 °C en una atmosfera húmeda con 5% CO2. 

 

Transfección celular 

Para sobreexpresar la MT4-MMP en las células MDA-MB-231, se sembraron 

250,000 células en placas de seis pozos y se transfectaron con 2.8 microgramos 

de DNA y 8.3 microlitros de Fugene HD (Promega, Madison, WI, USA). Después 

de 48 horas  las líneas celulares se seleccionaron con G418 (1.5mg/ml) por 30 

días. 

 

Plásmidos 

La construcción de la MT4-MMP en el vector pcDNA3.1 fue proporcionada por el 

Dr. Xose Puente, (Universidad de Oviedo, Departamento de Bioquímica y Biología 

molecular). El control que se usó fue el vector vacío pcDNA3.1 (Invitrogen, Van 

Allen Way Carlsbad, CA, USA). 
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Transcripción reversa y PCR cuantitativo 

El ARN total fue purificado de las células MDA-MB-231 (MDA-MB-231 PCDNA3.1 

and MDA-MB-231-MT4) con TRIzol (Invitrogen, Life Technologies Corporation, 

Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA se 

sintetizó a partir de 1 μg de RNA usando el kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies Corporation, Carlsbad, 

CA, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El PCR cuantitativo 

(qPCR, por sus siglas en inglés) se realizó con SYBR Select Master Mix (Applied 

Biosystems, Van Allen Way Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Como control endógeno se consideró la expresión de GAPDH. Las 

reacciones se realizaron en el  equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystem). 

Los primers usados fueron: GAPDH –F 5’- CCGGTTTCTATAAATTGAGCCCGCA-

3’, GAPDH-R 5’-GAGCGATGTGGCTCGGCTG-5’.  MT4-F 3’-

CACCAAGTGGAACAAGAGGAACCT-3’, MT4-R 5’-

TGGTAGTACGGCCGCATGATGGAGTGTGCA-3’.  Las condiciones para las 

reacciones de PCR fueron: GAPDH 95°C 10m 1 ciclo; 95°C 30s, 60°C 30s, 72°C 

30s  40 ciclos. MT4  95°C 10m 1 ciclo; 95°C 30s, 57.5°C 30s, 72°C 30s  40 ciclos. 

Los datos del PCR cuantitaivo fueron analizados por medio de la técnica de 2-ΔΔCt.	
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Xenotransplante Zebrafish Husbandry y microinyección celular 

Los xenotransplantes fueron realizados por la Dra. Cecilia Zampedri. La cepa 

silvestre tipo AB de pez cebra se crió y se mantuvo normalmente (28,5 °C, pH 7,2-

7,4, 12 horas y 12 horas fuera del ciclo de luz). Los embriones de peces se 

obtuvieron mediante cruces naturales. Las células que contenían solo el vector 

MDA-MB-231-PC y  las células que contenían el plásmido MDA-MB-231-MT4 se 

inyectaron a una concentración de 4 X 107 células/ml. Esta mezcla se cargó en 

una aguja de vidrio de borosilicato tirado por un extractor de micropipetas 

Flaming/Brown. Se implantaron 5-10 nanolitros de suspensión que contenían 125 

ó 250 células en cada embrión de pez cebra a través del espacio de la yema en 

una sola inyección mediante el uso de un microinyector de presión de aire 

regulado electrónicamente. Después de la inyección, el pez cebra se lavó una vez 

y se mantuvo a 34°C. Los embriones se controlaron durante cinco días después 

de la inyección (DPI) para la formación del tumor y se documentaron 

fotográficamente. La proporción de individuos que formaron tumores en cada 

grupo se relacionó con la capacidad tumorigénica de las células inyectadas. 
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Microarreglos y análisis 

El RNA total derivado de tres réplicas de las líneas celulares estables se hibridó 

con GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix, USA). El análisis de la expresión de los 

miRNAs se realizó con Transcriptome Analysis Console [65] Software 4.0. 

(Affymetrix, USA). 

La normalización de los datos de los miRNAs diferencialmente expresados se 

realizó con los siguientes parámetros: Fold Change < -1.5 or > 1.5, gene-Level P-

Value < 0.05 and Anova Method: ebayes. El software IPA (Ingenuity Pathway 

Analysis) (Qiagen Silicon Valley, USA) fue usado para analizar las interacciones 

de los miRNAs diferencialmente expresados. Se empleó el Core Analysis para 

obtener las principales funciones y moléculas. Para el análisis de las principales 

funciones celulares y biológicas de los diez principales miRNAs  regulados positiva 

y negativamente se usó la herramienta miRNet [66].  

 

Análisis de la expresión de miRNAs por PCR cuantitativo 

Para la validación de la expresión de miRNAs, se transcribieron de forma inversa 

diez nanogramos de RNA total utilizando el kit TaqMan MicroRNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El cDNA se amplificó usando los siguientes ensayos 

de microRNA Taqman: hsa-miR-130a (000454), hsa-miR-224 (000599) y RNU6B 

(001093) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). La expresión de RNU6B 
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se usó como control para normalizar los datos. Para calcular la expresión relativa 

de miRNAs usamos el método 2-ΔΔCt. 
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Resultados 

La sobreexpresión de la MT4-MMP en células de cáncer de mama 

incrementan su capacidad de formar tumores en xenotransplantes en 

pez cebra. 

Altos niveles de expresión de proteína de la MT4-MMP se han reportado en 

muestras de cáncer de mama comparadas con tejido normal de mama [44]. 

Además, la sobreexpresión de esta metaloproteasa en la línea celular MDA-MB-

231 incrementa el crecimiento tumoral y las metástasis [44], mediante diversos 

mecanismos [45-47]. Para explorar la posible participación de los miRNAs en los 

efectos mediados por la MT4-MMP en cáncer de mama, primero se establecieron 

las líneas celulares transfectadas establemente con el vector vacío y con la 

construcción de la MT4-MMP (MDA-MB-231/pcDNA3.1 y MDA-MB-231/MT4, 

respectivamente). Después, en las líneas celulares MDA-MB-231/pcDNA3.1 y 

MDA-MB-231/MT4 se analizó la expresión de la MT4-MMP por qPCR, los valores 

se normalizaron con respecto a las células control (Figura 3A). 

Al evaluar la tumorigenicidad de las células que sobreexpresan a la MT4-MMP en 

un modelo de xenotransplante en pez cebra encontramos, como se muestra en la 

figura 3B, que la sobreexpresión de la MT4-MMP incrementó el número de 

embriones con tumores, en comparación con los embriones que fueron inyectados 

con las células control. Este resultado muestra la capacidad tumorigénica de la 

MT4-MMP en un modelo in vivo. 
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Figura 3 La sobreexpresión de la MT4-MMP en células MDA-MB-231 incrementa el 

número de tumores en xenotransplantes en pez cebra. A) Niveles de expresión de la 

MT4-MMP en las células MDA-MB-231 transfectadas establemente, validadas por qPCR. 

La gráfica muestra la media  de las tres réplicas biológicas y las barras de error 

representan el error estándar de la media (±SEM). La línea punteada representa los 

niveles de expresión de las células control MDA-MB-231/pcDNA3.1. Los datos fueron 

normalizados con la expresión de GAPDH. B) Los embriones inyectados con las células 

MDA-MB-231/MT4-MMP formaron un mayor número de tumores versus los embriones 

que fueron inyectados con las células MDA-MB-231/pcDNA3.1 a diferentes densidades de 

células inyectadas. En la fotografía representativa de los embriones se muestra en el 

recuadro la zona en la que se formó el tumor por las células que sobreexpresan la MT4-

MMP.  
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Perfi l  de expresión de miRNAs en células de cáncer mama que 

sobreexpresan MT4-MMP. 

El perfil de miRNAs diferencialmente modulados en las células MDA-MB-

231/pcDNA3.1 y MDA-MB-231/MT4 se analizó por microarreglos de expresión de 

miRNAs. Previamente ambas líneas celulares se cultivaron en monocapa y se 

realizó la extracción del RNA total de los triplicados biológicos de cada uno de las 

líneas y se hibridó con el GeneChip miRNA 4.0. La figura 4A muestra el número 

de miRNAs modulados por la MT4-MMP (FC ≥ 1.5, p < 0.05). Los miRNAs 

desregulados en total fueron 65, de los cuales 24 fueron regulados positivamente 

y 41 fueron regulados negativamente en las células MDA-MB-231/MT4. Como se 

esperaba, el agrupamiento no supervisado de los perfiles de expresión se 

relacionó con la expresión de la MT4-MMP (Figura 4B).  
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Figura 4. Expresión diferencial de miRNAs modulados por la MT4-MMP. El análisis de la 

expresión de los miRNAs se realizó con la TAC Software 4.0. A) La gráfica muestra el 

número de miRNAs desregulados. B) Mapa de calor de las miRNAs diferencialmente 

expresados en las células MDA-MB-231/MT4-MMP y MDA-MB-231/pcDNA3.1, este 

muestra cómo están diferenciados ambos grupos, en azul los miRNAs subexpresados y 

en rojo los miRNAs sobreexpresados. C) Niveles de expresión de miR-130a-3p y miR-

224-5p, validados por PCR cuantitativo. La gráfica muestra el valor promedio y las barras 

de error representan el error estándar de la media (±SEM), la línea punteada representa 

los niveles de expresión de las células MDA-MB-231/pcDNA3.1, los datos fueron 

normalizados con la expresión de RNU6B. 

 

En la tabla1 se muestran las listas de los principales miRNAs desregulados. De 

esta lista seleccionamos aleatoriamente dos miRNAs regulados negativamente 

para la validación de los datos del microarreglo por PCR cuantitativo, el miR-130a-

3p y el miR-224-5p. En la figura 4C se muestran los resultados del análisis por 

PCR, en donde se observa que los dos miRNAs analizados fueron regulados 

negativamente en las células que sobreexpresan la MT4-MMP, estos resultados 

concordaron con los datos del microarreglo.  
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Tabla 1. Los diez principales  miRNAs regulados por la sobreexpresión de la MT4-

MMP  

 
miRNA Fold change 

Regulados positivamente  

miR-501-5p 3.19 

miR-1301-3p 2.98 

miR-4788 2.28 

miR-500a-5p 2.13 

miR-6074 1.98 

miR-4802-3p 1.88 

miR-532-5p 1.84 

miR-362-5p 1.80 

miR-589-3p 1.75 

miR-501-3p 1.66 

  

Regulados negativamente 
 

 

miR-224-5p -4.01 

miR-4723-5p -2.53 

miR-3617-5p -2.47 

miR-6980-5p -2.04 

miR-6808-5p -2.04 

miR-4479 -2.04 

miR-4722-5p -2.01 

miR-191-3p -2.00 

miR-595 -1.98 

miR-130a-3p -1.96 
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Los diez principales miRNAs regulados positiva y negativamente por la expresión 

de la MT4-MMP (Tabla 1), se han asociado al cáncer. Entre los miRNAs regulados 

positivamente encontramos la asociación de su expresión con diferentes tipos de 

cáncer:  el miR-501-5p con el cáncer gástrico [67] y el carcinoma hepatocelular 

[68]; el miR-1301-3p en el cáncer de mama [69]; el miR-4788 en el cáncer de 

mama [70];  el miR-500a-5p asociado con el cáncer de mama [71]; el miR-4802-3p 

se expresa en cáncer de mama [70]; el miR-532-5p en el cáncer de ovario [72] y 

en melanoma [73]; el miR-362-5p promueve el crecimiento tumoral y las 

metástasis en  carcinoma hepatocelular [74]; el miR-589-3p en el cáncer colorectal 

[75]; el miR-6074 se expresa en endotelio bajo condiciones de hipoxia [72] y el 

miR-501-3p en el cáncer de páncreas y promueve la invasión a través de la E-

caderina [76]. 

En cuanto a los miRNAs regulados negativamente, en la literatura  encontramos 

que la baja expresión esta asociada con algunos tipos de cáncer: el miR-224-5p 

en cáncer de pulmón [77], en melanoma[78] y en cáncer de ovario [65]; el miR-

4723-5p en el cáncer de mama [70]; el miR-4722-5p en el cáncer de mama [70]; el 

miR-191-3p promueve la proliferación, la migración, la quimioresistencia  y la 

supervivencia en cáncer de mama [79]; el miR-595 en neuroblastoma [79]; el miR-

130a-3p expresión negativa  promueve el crecimiento y la invasión celular en 

glioma [80]; el miRNA-224 cuando es expresado en bajo niveles se asocia a un 

fenotipo de cáncer de mama más agresivo [81].  
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Interesantemente otros RNAs pequeños no codificantes (sncRNA), que  también 

fueron interrogados en el microarreglo de expresión empleado, fueron modulados 

por la sobreexpresión de la MT4-MMP (Tabla 2).  

 
 

Tabla 2. RNAs pequeños no codificantes modulados por la MT4-MMP 
 
sncRNA Nombre (Símbolo) Biotipo Fold change P-val 

   Regulados 
positivamente 
 

    

ENSG00000199411 small nucleolar RNA 
SNORD62 
 

snoRNA 1.88 0.0022 

HBII-382 small Cajal body-specific 
RNA 2 (SCARNA2) 
 

scaRNA 1.84 0.0461 

U85 small Cajal body-specific 
RNA 10 (SCARNA10) 

scaRNA 1.72 0.0112 

ENSG00000265706 small nucleolar RNA, C/D 
box 53B (SNORD53B) 

snoRNA 1.7 0.0229 

U71d small nucleolar RNA, 
H/ACA box 71D 
(SNORA71D) 

snoRNA 1.53 0.0198 

     
   Regulados 
negativamente 
 

    

U70D small nucleolar RNA H/ACA 
box 70D (SNORAD70D) 

snoRNA -2.16 0.0372 

HBI-61 small nucleolar RNA, 
H/ACA box 81 (SNORA81) 
 

snoRNA -1.7 0.0365 

HBI-100 small Cajal body-specific 
RNA 3 (SCARNA3) 

scaRNA -1.69 0.0431 
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ENSG00000207098 small nucleolar RNA 

SNORA70 
snoRNA -1.66 0.0451 

U32B small nucleolar RNA, C/D 
box 32B (SNORD32B) 
 

snoRNA -1.62 0.0049 

ENSG00000212383 small nucleolar RNA 
SNORA48 
 

snoRNA -1.58 0.0056 

U77 small nucleolar RNA, C/D 
box 77 (SNORD77) 

snoRNA -1.51 0.0349 

sncRNA modulados por la MT4-MMP en células de cáncer de mama, el análisis se realizó 
con la TAC Software 4.0. 
 

 

La MT4-MMP modula la expresión de miRNAs asociados a cáncer 

Como se mencionó anteriormente los miRNAs participan en la regulación de 

diversas patologías, para conocer más acerca de los procesos biológicos y 

celulares relacionados al perfil de miRNAs modulados por la MT4-MMP, los datos 

obtenidos fueron analizados de forma integral con el software IPA (Ingenuity 

Pathway Analysis). La principal enfermedad asociada con los miRNAs 

desregulados fue el cáncer, sin embargo, también se encontró una asociación con 

otro tipos de patologías como: las enfermedades gastrointestinales, las 

anormalidades y el daño organísmico, la enfermedad respiratoria y la respuesta 

inflamatoria (Figura 5A). Adicionalmente, el perfil de miRNAs modulados por la 

MT4-MMP se relacionó con procesos biológicos como: la tumorigénesis y la 

progresión del cáncer fueron significativamente enriquecidos, por ejemplo, el 

desarrollo celular, el crecimiento y la proliferación celular, la morfología celular, el 
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movimiento celular y el ciclo celular, entre otros (Figura 5B). En cuanto a las vías 

de señalización moduladas por  los miRNAs el software estimó únicamente tres 

vías, de las cuales las dos principales estuvieron asociadas con el cáncer y son 

dependientes de la p53 (Figura 5C)  y la E-caderina respectivamente (Figura 5D). 

Interesantemente en estas vías solo estuvieron presentes algunos de los 

principales miRNAs desregulados (ver figura 5). 
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Figura 5. Predicción de las vías de señalización asociadas a los miRNAs modulados por 

la sobreexpresión de la MT4-MMP en las células MDA-MB-231. A) Las cinco principales 

enfermedades asociadas a la desregulación de miRNAs predichas por el software IPA. B) 

Las principales funciones moleculares y celulares moduladas por la desregulación de 

miRNAs. C) La vía de señalización 1 predicha en el software IPA muestra a TP53 como 

molécula central. En esta red estuvieron involucrados los siguientes miRNAs de los 

principales diez regulados positivamente: miR-589-5p, miR-532-5p y miR-501-5p, y de los 

principales diez miRNAs regulados negativamente, solo miR-130a-3p y miR-224-5p 

estuvieron presentes D) En la red 2 la molécula central fue la CDH1. En este vía solo uno 

de los principales diez miRNAs regulados positivamente estuvo presente, el miR-501-3p.  

 
Debido a que pocos miRNAs de la Tabla 1 estuvieron presentes en las vías que 

arrojó el análisis con el software IPA, hicimos otro análisis considerando 

únicamente los principales miRNAs modulados por la MT4-MMP, tanto los 

regulados positiva como negativamente. Para realizar este análisis se utilizó la 

herramienta miRNet [66], con la cual encontramos las interacciones entre los 

genes  blancos de cada miRNA y además realizamos un análisis de 

enriquecimiento de vías usando la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG). En la figura 6 se muestran las interacciones entre los 

blancos predichos para los miRNAs regulados positivamente (Figura 6A), y para 

los miRNAs regulados negativamente (Figura 6B). Los blancos de los miRNAs 

regulados positivamente fueron significativamente enriquecidos en la vía de ciclo 
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celular y en la vía de p53 (Tabla 3), las moléculas involucradas en esta vía se 

resaltan en la figura 6A. Los blancos de los miRNAs regulados negativamente 

fueron enriquecidos significativamente en diferentes vías, por ejemplo las que 

están relacionadas con cáncer (moléculas resaltadas en la figura 6B), la vía de 

p53, ciclo celular, la vía de TGF-	β, uniones adherentes, la vía de MAPK, la vía de 

ErbB, la vía de Wnt, la apoptosis y a las adhesiones focales (Tabla 3). Todas estas 

vías participan en los conocidos marcadores del cáncer [83]. 
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Figura 6. Predicción de las interacciones de los genes blanco de los miRNAs modulados 

por la sobrexpresión de la MT4-MMP. A) Esquema que muestra la interacción de los 

genes blancos de los diez principales miRNAs regulados positivamente. Las moléculas 

relacionadas con ciclo celular se resaltan en amarillo y las moléculas asociadas a p53 se 

resaltan en morado. B) Interacciones de los genes blanco de los diez principales miRNAs 

regulados negativamente. En amarillo se muestran las moléculas asociadas a cáncer. 

 
Tabla 3. Funciones enriquecidas anotadas por KEGG. 

 
Nombre Blancos P-val 

miRNAs regulados positivamente   

Ciclo celular 16 0.0226 

Vía de señalización de p53 16 0.0226 

   

miRNAs regulados negativamente   

Vías en cáncer 59 0.00000699 

Vía de señalización de p53  21 0.0000454 

Ciclo celular 29 0.000105 

Vía de señalización TGF-beta  21 0.000638 

Uniones adherentes 18 0.00113 

MAPK signaling pathway 40 0.014 

Vía de señalización ErbB  17 0.0252 

Vía de señalización Wnt  24 0.0317 

Apoptosis 16 0.0323 

Adhesiones focales 30 0.0419 
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Los miRNAs modulados por la MT4-MMP están relacionados con la 

progresión en cáncer de mama 

 
Finalmente, para analizar la significancia clínica de los miRNAs modulados por la 

MT4-MMP, realizamos una búsqueda en una base de datos públicos [84]. De los 

diez principales miRNAs regulados negativamente, solo la baja expresión del miR-

130a se asoció con una baja sobrevida global en pacientes con cáncer de mama 

(Figura 7A, posibilidad de riesgo (HR) = 0.79 (rango 0.64 – 0.97) logrank P= 

0.027). Interesantemente, la alta expresión de algunos de los diez principales 

miRNAs regulados positivamente fue asociada con el mal pronóstico en el cáncer 

de mama. En la Figura 7B, miR-501-5p HR = 1.39 (rango 1.14 – 1.7) logrank P = 

0.0011; Figura 7C, miR-1301 HR = 1.34 (rango 1.08 – 1.65) logrank P = 0.0067; 

Figura 7D,  miR-500a HR = 1.25 (rango 1.02 – 1.52) logrank P =0.03; Figura 7E, 

miR-532-5p HR = 1.32 (rango 1.07 – 1.63) logrank P = 0.0092; Figura 7F, miR-

362-5p HR = 1.34 (rango 1.1 – 1.64) logrank P = 0.0035; Figura 7G, miR.-589 HR 

= 1.82 (rango 1.03 – 3.022) logrank P = 0.036; Figura 7H, miR-501-3p HR = 1.29 

(rango 1.06 – 1.58) logrank P = 0.012). Estos datos apoyan la relevancia de los 

miRNAs modulados por la sobreexpresión de la MT4-MMP en cáncer de mama. 
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 Figura 7. Significancia clínica de los miRNAs desregulados por la MT4-MMP en cáncer 

de mama. Gráficas de supervivencia de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia 

global de pacientes con cáncer de mama clasificadas por la expresión del miR-130a (A).  

B-H)  Supervivencia global de pacientes con cáncer de mama clasificadas por la 

expresión de los miRNAs indicados en la figura. 
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Discusión 

  

Las metaloproteasas de matriz son miembros de una familia de proteasas que 

pueden degradar y remodelar la matriz extracelular. En condiciones fisiológicas las 

MMPs participan en distintos procesos celulares, como el desarrollo embrionario y 

la apoptosis. Además participan en condiciones patológicas como en la invasión 

tumoral y las metástasis [85]. La capacidad tumorigénica de las MMPs se lleva a 

cabo mediante la catálisis en los sustratos de la MEC y en moléculas que no son 

parte de la MEC, además se ha documentado la actividad no catalítica de las 

metaloproteasas [86]. 

La MT4-MMP es miembro de una subfamilia de MMPs tipo membrana y está 

anclada por una molécula de GPI [19]. La MT4-MMP es el miembro más diferente 

de la familia de las MT-MMPs y tiene un reducido número de sustratos de la MEC 

[21, 26], por esta razón su participación en el proceso de invasión tumoral es 

controversial [37, 44]. Sin embargo, se ha reportado la participación de la MT4-

MMP en el crecimiento tumoral y en la progresión en cáncer de cabeza y cuello 

[37], cáncer de mama [44, 46, 47], melanoma [40] y cáncer gástrico [38]. 

En cáncer de mama se han estudiado la mayor parte de los mecanismos descritos 

por los cuales la MT4-MMP promueve el crecimiento tumoral y las metástasis. Se 

ha establecido que la MT4-MMP induce cambios en la arquitectura de los vasos 

sanguíneos tumorales [45] y además induce un switch en la angiogénesis [46], 
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estos procesos son dependientes de su actividad proteolítica. Interesantemente, la 

MT4-MMP estimula la proliferación al incrementar la señalización de EGFR, 

aunque este mecanismo es independiente de la actividad proteolítica de esta 

metaloproteasa [47].  

Con el fin de obtener más información sobre los mecanismos de acción de la MT4-

MMP, sobreexpresamos esta enzima en la línea celular de cáncer de mama MDA-

MB-231. Para analizar las propiedades tumorigénicas de las células que 

sobreexpresan la MT4-MMP, utilizamos un modelo de xenotransplante de pez 

cebra [87]. Similar al trabajo de Chabottaux y colaboradores [44], encontramos 

que la sobreexpresión de la MT4-MMP indujo un incremento en la incidencia 

tumoral de las células MDA-MB-231 en experimentos in vivo (Figura 3B). 

Después evaluamos el perfil de expresión de los miRNAs modulados por la 

sobreexpresión de la MT4-MMP usando microarreglos de expresión de miRNAs. 

El análisis de datos de los microarreglos mostró la desregulación de 65 miRNAs, 

de los cuales 24 fueron regulados positivamente y 41 regulados negativamente 

(Figura 4A). Los microarreglos empleados en este trabajo, los microRNA 4.0 de 

Affymetrix, también evalúan la expresión de otros RNAs pequeños no codificantes. 

Interesantemente, la MT4-MMP moduló la expresión de diferentes RNA pequeños 

nucleolares (snoRNAs, por sus siglas en inglés) y algunos RNA pequeños 

específicos de Cajal (scaRNAs, por sus siglas en inglés) (Tabla 2). Los snoRNAs 

pueden ser clasificados como caja C/D y H/ACA y guían las modificaciones 
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enzimáticas de otros RNA, pero principalmente del RNA ribosomal (rRNA, por sus 

siglas en inglés) [88]. Debido a que se ha documentado que la biogénesis del 

rRNA es más frecuente en las células de cáncer en comparación con las células 

normales, se ha propuesto un papel de los snoRNA en el desarrollo del cáncer. 

Las alteraciones en la expresión de snoRNAs se han asociado a la iniciación y 

progresión del cáncer [88]. Recientemente, un estudio en líneas celulares de 

cáncer de mama triple negativo (TNBC), ha identificado la expresión específica de 

snoRNAs en cuatro subtipos transcripcionales de este tipo de cáncer de mama 

[89]. En el presente estudio, reportamos por primera vez la regulación de algunos 

de estos snoRNAs, como SNORD48, SCARNA3 y SNORA70 (Tabla 2). Estos 

datos pueden evidenciar la habilidad de la MT4-MMP de modular la expresión de 

moléculas nucleares en células de cáncer mama, un papel aún no descrito de esta 

metaloproteasa y de relevante importancia [82]. 

Con respecto a los miRNAs desregulados por la sobreexpresión de la MT4-MMP, 

el análisis de las vías reguladas por ellos reveló que están principalmente 

relacionados con cáncer (Figura 5A) y que modulan funciones celulares como 

crecimiento celular y proliferación, morfología celular, función celular y 

mantenimiento y movimiento celular (Figura 5B). Dos vías dependientes de p53 y 

E-cadherina, que están relacionadas con el cáncer se alteraron (Figura 5C). 

Sorprendentemente, en estas dos vías, solo algunos de los diez principales 

miRNAs regulados negativamente y positivamente estaban involucrados. Sin 
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embargo, el supresor tumoral p53 es el gen silenciado o mutado más frecuente en 

el cáncer. La proteína p53 actúa como guardián del genoma, ya que puede 

detener el ciclo celular e inducir apoptosis cuando se daña el DNA [90], 

adicionalmente hay nuevas pruebas que apoyan los papeles oncogénicos de p53 

mutado [91]. Además, la E-cadherina, que participa en la adhesión célula-célula, 

también funciona como un gen supresor tumoral, y la pérdida de su expresión se 

ha relacionado con un mal pronóstico en cáncer [92]. 

Los reportes previos de diferentes grupos de investigación muestran asociaciones 

entre la expresión de los miRNAs y diferentes tipos de cáncer. De los miRNAs 

regulados positivamente por la expresión de la MT4-MMMP (Tabla 1), que 

participan en las vías de señalización analizadas por el IPA (Figura 5 B y C), se ha 

encontrado una mayor expresión  en diferentes tipos de cáncer  comparados con 

el tejido normal, por ejemplo: el miR-501-5p está regulado positivamente en 

cáncer gástrico [67] y carcinoma hepatocelular [68]; el miR-1301-3p tiene  una 

expresión diferencial en cáncer de mama comparada con el tejido normal [69]; el 

miR-500a-5p tiene una mayor expresión el cáncer de mama comparado con tejido 

normal [71]; el miR-532-5p tiene alta expresión en cáncer de ovario [72] y está 

regulado positivamente en melanoma [73]: el miR-362-5p promueve el crecimiento 

tumoral y las metástasis en  carcinoma hepatocelular [74]. En cuanto los miRNAs 

regulados negativamente encontramos que la baja expresión de miR-130a-3p 
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promueve el crecimiento y la invasión celular en glioma [80] y la baja expresión del 

miRNA-224 esta asociado a un fenotipo agresivo de cáncer de mama [81].  

Como se menciono anteriormente, existe evidencia de la participación de los 

miRNAs de la Tabla 1 en el cáncer, sin embargo, es importante resaltar que varios 

de los miRNAs desregulados por la expresión de la MT4-MMP ya se ha asociado 

al cáncer de mama, entre los regulados positivamente: miR-1301-3p [69]; miR-

500a-5p [71]; miR-4802-3p [70] y el miR-4788 [70] en cuanto a los miRNAs 

regulados negativamente tenemos: el miR-4723-5p [70]; el el miR-4722-5p [70]; el 

miR-191-3p [79] y el miRNA-224 [81]. Estos  datos refuerzan los hallazgos 

encontrados en este trabajo. 

Para investigar la relevancia de los miRNAs más modulados por la MT4-MMP 

(Tabla 1), analizamos las redes de interacción de sus genes blancos y 

determinamos en qué vías estaban más enriquecidos de acuerdo a la base de 

datos de KEGG [66]. De manera interesante, los genes blanco de los 10 

principales miRNAs regulados positivamente y regulados negativamente están 

implicados en el ciclo celular y la señalización de p53 (Figuras 6A y B, y Tabla 3). 

Los blancos de los miRNAs regulados negativamente también estuvieron 

implicados en varias vías relacionadas con el cáncer, como las cascadas de TGF-

beta, MAPK, ErbB y Wnt, y también en las uniones adherentes, la apoptosis y la 

adhesión focal (Tabla 3), estas vías participan en los marcadores del cáncer 

descritos por Hanahan y colaboradores [83]. En resumen, tanto el análisis de IPA 
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como el de miRNet demostraron que la proliferación era la principal función celular 

modulada (Figura 5 y Tabla 3). Sería interesante analizar la participación de la vía 

p53 en el papel proliferativo inducido por la MT4-MMP ya que la desregulación de 

la proliferación celular y la apoptosis da como resultado la pérdida de la 

homeostasis del tejido que conduce al desarrollo del cáncer. 

También, encontramos alteraciones en los procesos de adhesión de célula a 

célula, como lo demuestra la participación de E-caderina y uniones adherentes en 

las vías analizadas con ambas herramientas bioinformáticas. La E-caderina 

mantiene la unión entre las células epiteliales a través de las uniones adherentes, 

y la pérdida de esta proteína permite a las células de cáncer invadir y hacer 

metástasis [83]. Además, las adherencias focales, que permiten las interacciones 

y las comunicaciones entre las células y la matriz extracelular fueron alteradas por 

el perfil de miRNAs inducido por la MT4-MMP. En las células de cáncer, las 

alteraciones en la dinámica de la adhesión focal dan como resultado un aumento 

de la migración y la metástasis [93]. Curiosamente, la vía Wnt también está 

desregulada en muchos cánceres y participa en la iniciación del tumor y la 

activación de las células madre del cáncer [94]. 

Finalmente, encontramos que uno de los diez principales miRNAs regulado 

negativamente, y siete de los diez principales miRNAs regulados positivamente 

tenían un valor pronóstico para predecir la sobrevivencia de los pacientes con 
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cáncer de mama (Figura 7), lo que resalta su relevancia clínica en esta 

enfermedad.  

 

 

Conclusión 

En el presente trabajo, evaluamos por primera vez el perfil de expresión de 

miRNAs en células de cáncer de mama que sobreexpresan la MT4-MMP. La MT4-

MMP indujo la desregulación de miRNAs involucrados en varias vías relacionadas 

con el cáncer. Algunos de los miRNAs desregulados mostraron una importancia 

pronóstica en la supervivencia de pacientes con cáncer de mama. Todos estos 

resultados sugieren que la modulación de miRNAs podría estar involucrada en los 

mecanismos por los cuales la MT4-MMP regula el crecimiento tumoral y la 

metástasis en el cáncer de mama. 
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Perspectivas  
 

La participación de la MT4-MMP durante el desarrollo del cáncer es relevante, 

debido a que participa en el crecimiento tumoral y las metástasis, además la 

expresión de esta MMP se ha asociado a diferentes estadios del cáncer e 

inclusive como marcador diagnóstico. Sin embargo, se desconocen los 

mecanismos por los cuales lleva a cabo estas funciones en la progresión tumoral. 

La regulación de miRNAs por parte de la MT4-MMP es un hallazgo interesante, ya 

que los micro RNAs están ampliamente asociadas a progresión tumoral y sería de 

gran utilidad establecer cómo es el mecanismo por el cual la MT4-MMP regula la 

expresión de los miRNAs y también a los snoRNAs. Además, se podría validar la 

participación de los miRNAs desregulados en los mecanismos que ya se han 

descrito para la MT4-MMP en cáncer de mama. También sería de gran 

importancia estudiar los miRNAs que modula la MT4-MMP en otros tipos de 

cáncer y su participación en la progresión tumoral.  
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