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Resumen

El cancer de mama es la primera neoplasia en incidencia y mortalidad en mujeres a
nivel mundial. Una de las caracteristicas del cancer es la reprogramacion del
metabolismo que proporciona a la célula mas nutrientes para satisfacer la alta demanda
de energia que altera vias de sefalizacién y enzimas claves. Algunas de estas enzimas
son ACADL, CSRNP3 y PDK4, implicadas en la B-oxidacion, el sindrome metabélico y
el metabolismo de la glucosa, respectivamente. Estas enzimas son blanco de diferentes
elementos reguladores como microRNAs. Los microRNAs llevan a cabo regulaciéon a la
baja de mRNAs por represion traduccional o degradacion, lo cual permite el control de
diversos procesos celulares. En cancer, la expresién de los miRNAs se ha reportado
desregulada lo que conlleva a la alteracion de sus mRNAs blanco. En un analisis
bioinformatico de nuestro grupo de trabajo orientado a identificar redes de interaccion
microRNA-mRNA, se identifico que miR-7 esta desregulado en cancer de mama y que
las enzimas mencionadas anteriormente son sus posibles genes blancos. El objetivo de
este trabajo fue identificar una relacion inversa entre la expresion de miR-7 con la de
la de ACADL, CSRNP3 y PDK4. Lo cual nos permitié hipotetizar una posible influencia
de mir-7 en el metabolismo de cancer de mama a través de la regulacion negativa de
sus blancos. Para ello, se evalué6 la expresion de miR-7 y los posibles genes blanco por
PCR en tiempo real en un modelo de lineas celulares de cancer de mama. Los
resultados mostraron que tanto miR-7 como ACADL, CSRNP3 y PDK4 estan
subexpresados, por lo que se concluy6 que la regulacion de ACADL, CSRNP3 y PDK4

es independiente de miR-7 en cancer de mama.
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Introduccién
Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la divisién alterada y
descontrolada de las células que pueden formar tumores e invadir otros tejidos. A
diferencia de otras enfermedades en las que hay deficiencia o nula actividad de la célula,
el cancer se caracteriza por un incremento en el crecimiento celular y diferenciacion

como consecuencia de pérdida de funciones (US National Cancer Institute, 2015).

La carcinogénesis es un proceso secuencial y acumulativo con cambios en genes claves
para la célula denominados oncogenes y genes supresores de tumores. Los oncogenes
tienen funciones de promocion del crecimiento y desarrollo celular; en cancer suelen
estar sobreexpresados, por lo que su funcién proliferativa se exacerba (Croce, 2008).
Los supresores de tumores fueron identificados por Kinzler & Vogelstein (1997) y son
aquellos que tienen funcion de control y regulacion del ciclo celular verificando que se
lleve a cabo correctamente, o de reparacion de dafo; su expresion se encuentra

disminuida o es nula en cancer, por lo que se pierde su funcion.

El proceso de carcinogénesis descrito por Scott, R. & Wille, J. (2008), comienza con la
exposicion de un factor iniciador que en conjunto con la desregulacién en oncogenes
y supresores de tumores al heredarse de una célula a otra se generan clonas diferentes
y transformadas contribuyendo asi a la heterogeneidad del cancer. No obstante, para
que la célula sea maligna, debe exponerse por un tiempo prolongado a un factor
promotor, pudiendo ser el mismo u otro lo que permite expresar el fenotipo
transformado. Tales factores se han clasificado en ambientales, epigenéticos y
genéticos. Dentro de los primeros, los mas comunes son el tabaco, alcohol, infecciones,
hormonas, obesidad, dieta, exposicibn a radiaciones ionizantes y sustancias
denominadas como carcinogénicas (US National Cancer Institute, 2015). Entre los
factores epigenéticos estan cambios en el posicionamiento de nucleosomas, cambios
de los patrones de metilacién de DNA, asi como desregulacién en modificaciones de
las histonas. Por otra parte, los factores genéticos involucran mutaciones puntuales,
pérdida de heterocigocidad, translocaciones, polimorfismos y aberraciones

cromosomicas (Takeshima, H. & Ushijima, T., 2019).
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Las alteraciones genéticas y epigenéticas conducen a desarrollar la enfermedad hasta
causar invasion de otros tejidos, proceso denominado metastasis. Progresivamente
aparecen caracteristicas las cuales van a definir a las células tumorales, estas
caracteristicas son denominadas sellos o caracteristicas distintivas del cancer o por su
nombre en inglés; hallmaks of cancer, y son: sostenimiento de la sefial proliferativa,
evasion de supresores de crecimiento, invasion y metastasis, inmortalidad replicativa,
induccion de angiogénesis, resistencia a la muerte celular, inestabilidad genémica,
evasion de la respuesta inmune, reprogramacion metabolica e inflamacién (Hanahan, D.

& Weinberg, R. A., 2011).

A nivel mundial el cancer es la segunda causa de muerte, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En 2018 se estimaron 9, 555, 027 muertes
y se diagnosticaron 18, 078, 957 nuevos casos de cancer a nivel mundial. En México
la mortalidad e incidencia de cancer en 2018 fue de 83, 746 y 190, 677,
respectivamente (Engholm G. et. al 2016). El cancer es 25 % mas frecuente en hombres
a comparacion de mujeres (INEGI, 2018). La incidencia varia significativamente entre
diferentes regiones del mundo, no obstante, la tasa mortalidad presenta una variacion

de solo 15 % entre paises desarrollados y en vias de desarrollo (Ferlay, J. et. al. 2019).

El cancer se clasifica en subtipos por el tipo de célula o tejido de origen. Los cinco
tipos que mas afectan a la poblaciéon son pulmén, higado, colon rectal, estomago y

mama (US National Cancer Institute, 2015).
Céancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente y la primera causa de muertes, en
mujeres, a nivel mundial. En 2018 se estim6 que, del total de pacientes diagnosticados
con cancer, 11 % correspondia a cancer de mama con 2, 088, 849 casos nuevos en el
mundo (figura 1) (Ferlay, J. et. al. 2019). En México, para 2018 se estimaron 27, 283

nuevos casos de cancer de mama en México y 6884 muertes (Siegel, R. L. et. al. 2018).
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Mimero estimado por casos de incidencia y mortalidad a nivel mundial, en mujeres, de todas las edades.

Incidencia

20M ﬂ Mortalidad
1.0 M
Mama Colorrectal Pulmdn Cervicouterino Tiroides

Figura 1. Incidencia y mortalidad mundial por tipo de cancer en hombres y mujeres

(Ferlay, J. et. al. 2019).

El cancer de mama se clasifica de acuerdo con la histologia de las células tomando
como criterio la parte de tejido donde se originé y donde se concentra, en el epitelio
o si ha avanzado al estroma, es decir si es /n situ o invasivo. Considerando lo anterior,
los tipos de cancer de mama son: carcinoma ductal, tubular, medular, mucinoso, papilar,
cribiforme y lobular. Respecto a la incidencia, a pesar de haber variaciones por edad y
raza, el cancer invasivo es el que predomina con una tasa de 350 casos por cada 100,
000 personas. Mientas que el cancer in situ tiene una tasa de 80 casos por cada 100,

000 personas (American Cancer Society, 2017).

El cancer de mama también se puede clasificar molecularmente acorde a la
sobreexpresion de los siguientes receptores; receptor de estrogeno (ER), receptor de
progesterona (PR) y HER2. Los tipos son Luminal A, Luminal B, HER 2 enriquecido y
triple negativo (tabla 1) (Alcala, C. S. A. et. al. 2017).

Tabla 1. Perfil de expresion de los receptores por tipo de céncer de mama (Alcala, C. S.
A et al 2017).

Receptor

Tipo
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Luminal A )|+ 7/ )
-)

Luminal B |+ / )
-)

HER 2 (] 6 (+)

Triple negativo | (-) | () )

El tipo luminal A es el mas frecuente en la poblacién con cancer de mama con 71 %
de incidencia, seguido de triple negativo y luminal B con 12 % cada uno. El tipo HER
2 enriquecido es el de menor incidencia con 5 %. Los tipos luminal A y B tienen mejor
prognosis a diferencia del triple negativo, el cual tiene la prognosis mas baja y se
caracteriza por ser mas agresivo. La sobreexpresion diferencial de los receptores
representa una ventaja para el desarrollo de terapias dirigidas que los utilizan como
blanco. Sin embargo, el tipo triple negativo requiere de estrategias alternativas al no

presentar sobreexpresion de ningun receptor (American Cancer Society, 2017).

Una de las estrategias terapéuticas exploradas recientemente es utilizar como blanco
vias metabodlicas de las células de cancer por tener un fenotipo diferente a las células
sanas. Por lo que los metabolitos especificos resultantes de la transformacién del
metaboloma son de interés como biomarcadores para el diagnéstico y tratamiento de

la enfermedad (Batra, S. et. al. 2013).
Reprogramacién metabélica

El metabolismo en la célula tumoral es diferente a la de la célula normal, habiendo
diferencias entre tumores del mismo subtipo o incluso entre células del mismo tumor.
Las diferencias se deben a la expresion diferencial de oncogenes y supresores de
tumores, los cuales pueden tener un papel directo en el metabolismo o generar
alteraciones de las vias de sefnalizaciéon que lo regulan (lurlaro, R. et. al. 2014). Sin
embargo, el metabolismo también es activo e influye directamente en la expresiéon de
genes, diferenciacion celular y el microambiente tumoral por medio de sus productos
o metabolitos dando lugar a una retroalimentacion positiva (Hanahan, D. & Coussens,

L. M. 2012).
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La célula tumoral esta rodeada de un microambiente compuesto por un grupo dinamico
y heterogéneo de células con cancer y sanas, que a la vez son de diferente origen como
fibroblastos y células de sistema inmunolégico. La interaccion entre células del
microambiente tumoral influye en el estadio de la enfermedad (Hanahan, D. & Coussens,
L. M. 2012). Este microambiente se caracteriza por ser hipdxico y deficiente de
nutrientes, debido al incremento de la proliferacion que demanda mayor cantidad de
nutrientes para la biogénesis de macromoléculas y el crecimiento celular (Frantz, C. et.

al. 2010).

Como resultado de las condiciones del microambiente y con el fin de satisfacer los
requerimientos energéticos la célula reconfigura sus vias a través de adpataciones
metabodlicas comunes entre los diferentes tipos de cancer: cambio en el flujo de los
metabolitos, la manera en que se incorporan los nutrientes a las diferentes vias
metabolicas y los efectos sobre el destino de la célula. Estas alteraciones convergen en
6 hallmarks de la reprogramacion metaboélica (figura 2) (Paviova, N. N. & Thompson, C.

B. 2016).

Consumo desreg

Hallmarks

Reprogramacién
metabdlica

Figura 2. Hallmarks de la reprogramacion metabdlica (Pavlova, N. N. & Thompson, C.

B. 2016).
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Consumo desregulado de glucosa y aminoacidos

En condiciones normales, la importacion de nutrientes y su aprovechamiento estan
altamente regulados por factores como sefales de crecimiento, receptores y matriz
extracelular. En cancer el consumo de nutrientes tales como glucosa y glutamina —que
son las fuentes principales de energia— esta incrementado (Pavlova, N. N. & Thompson,
C. B. 2016). Los mecanismos por los cuales se logra obtener mas nutrientes son la
desregulacion de vias como PI3K/AKT y la sobreexpresion de oncogenes como RAS, c-
myc y E2F que promueven la expresion de los transportadores de glucosa y glutamina
(Eberhardy, S. R. & Farnham, P. J. 2001; Murakami, T. et al. 1992). Ademas, enzimas
clave de la glucolisis como la hexocinasa (HK) y fosfofructocinasa (PFK) son potenciadas
para que la glucosa no sea exportada al medio y se formen los derivados de fosfato

(figura 3) (Deprez, J. et. al. 1997; Gottlob, K. et al. 2001).

La primera alteracion metabdlica que se identificod en cancer es el metabolismo de la
glucosa (Warburg, O. et. al. 1956). En presencia de oxigeno y en condiciones normales,
la glucosa es catabolizada a piruvato que posteriormente ingresa a la cadena
respiratoria para ser oxidado y generar energia en forma de ATP. En ausencia de
oxigeno, como es el caso de los musculos, el piruvato se metaboliza a través de su
reduccién a lactato y la oxidacion de NAD (Cox, M. M. & Nelson, D. L. 2008) En cancer,
las células transforman su metabolismo y utilizan la glucolisis como principal
mecanismo de obtencion de energia, independiente de la presencia de oxigeno. Este
fenobmeno se le denomina glucolisis anaerobia o efecto Warburg (figura 3) (Warburg, O.
et al. 1956).

Las células tumorales optan por metabolizar el piruvato convirtiéndolo en lactato, con
un menor rendimiento energético generando solo 4 moléculas de ATP, a diferencia de
la cadena respiratoria con un rendimiento aproximado de 30 moléculas de ATP (Alberts,
B. et al. 2002). Esta preferencia por la glucolisis se atribuyé inicialmente a una
incapacidad de la cadena respiratoria en la mitocondria, pero después se demostré que
no se debe a fallas en el sistemas OXPHOS, sino a factores como hipoxia, desregulacién

de oncogenes y supresores de tumores, asi como mutaciones en el DNA mitocondrial
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(mtDNA) que en conjunto confieren a la célula tumoral ventajas metabodlicas para su

proliferacion (Zheng, J. 2012).

El hecho de que el sistema OXPHOS es funcional en células de cancer y que algunas
células tumorales continian obteniendo del 50 % de su energia de la cadena
respiratoria resulta benéfico para las células que realizan glucolisis aerobia. Estas
ultimas, al excretar el lactato al medio extracelular, este es aprovechado por células
que realizan fosforilacion oxidativa mediante su transformacién a piruvato e ingreso a
la cadena respiratoria para producir mas ATP. Como consecuencia se crea una relacion
simbiética entre células que metabolizan la glucosa de diferente manera (Bonuccelli, G.

et al. 2010).

En condiciones de hipoxia se favorece que la glucolisis aerobia sea el mecanismo
prioritario de obtencion de energia en cancer, asi como la induccion de la expresion de
enzimas que propician y participan en la glucolisis aerobia, por ejemplo, PDK1 y LDH-
A (Semenza, G. L. 2011). Adicionalmente, las células obtienen energia mas rapido y las
especies reactivas de oxigeno (ROS) disminuyen en comparacion con la cadena
respiratoria que requiere mas tiempo para generar energia y produce mas ROS
(Nogueira, V. et al. 2008; Pfeiffer, 2001).

Las reacciones de biogénesis de moléculas como acidos nucleicos, lipidos y proteinas
requieren de reduccién para llevarse a cabo, por lo que la glucolisis proporciona la
molécula reductiva NADPH a partir de NADP gracias a la oxidacién de los sustratos de
carbono y esto es posible al evitar que este se transforme en NADH para que la cadena
transportadora de electrones funcione y genere ATP. La célula tumoral no se beneficia
de mucho ATP ya que una alta concentracién inhibe a la enzima PFK regulando
negativamente la glucolisis (Sharma, B. 201 1). A la vez esto asegura que la mayor parte
de la energia circule a nivel de glucolisis estando siempre activa y permite desviar
intermediarios de la glucolisis a otras vias como precursores de nuevas moléculas

(Pavlova, N. N. & Thompson, C. B. 2016)
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Figura 3. Consumo desregulado de glucosa (Pavlova, N. N. & Thompson, C. B. 2016).

Uso de intermediarios de la glucolisis y ciclo de TCA para la biosintesis y produccion de
NADPH

En cancer no solamente esta desregulado el consumo de nutrientes, sino también la
manera en como son aprovechados e incorporados a las vias metabodlicas. Debido al
incremento en la proliferacion celular, se requiere de sintesis constante de moléculas
como lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, aminoacidos, etc.; esto ademas implica
reduccion de moléculas, proporcionada por NADPH. Una estrategia para obtenerlo es
mediante el aprovechamiento de intermediarios de diferentes vias metabdlicas, que
sirven como precursores de las moléculas que se sintetizan (figura 4) (Paviova, N. N. &
Thompson, C. B. 2016).

El aprovechamiento de intermediarios conlleva a que el metabolismo de la célula
transformada se caracterice por ser predominantemente anapleroético, es decir, lleva a
cabo reacciones que producen intermediarios de vias. Por ejemplo, el ciclo de Krebs es

una via catabdlica y anabdlica a la vez ya que cada uno de sus intermediarios son
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precursores de moléculas en otras vias como sintesis de aminoacidos y acidos grasos,
y el acetil Co-A es oxidado para generar energia que es almacenada en coenzimas. En
el caso de acetil Co-A, tiene diferentes precursores como el piruvato originado en la
glucolisis o a partir acidos grasos degradados en la B-oxidacion. A la vez, los acidos
grasos se pueden obtener de citrato producido en el ciclo de Krebs, el cual es
exportado al citoplasma donde se descompone en acetil Co-A y oxalacetato (Bauer, D.
E. et. al. 2005). El oxalacetato se puede integrar al ciclo de Krebs a través de su
conversion a piruvato con el fin de mantener el estado anaplerético, ademas de
mantener activo el ciclo y seguir produciendo ATP suficiente para la funcién celular. El
oxalacetato producido en el ciclo puede ingresar a otras vias como la gluconeogénesis,
ciclo de la urea, sintesis de aminoacidos y acidos grasos, las cuales estan

sobreactivadas en cancer (figura 4) (Nuutinen, E. M. et. al. 1981).

Respecto a la glucolisis, los intermediarios como la glucosa 6-fosfato sirven para
generar ribosa 5-fosfato, elemento esencial en la sintesis de nucleétidos por la ruta
pentosa fosfato, cuyas enzimas estan sobre expresadas y la via activa en cancer. La
dihidroxiacetona fosfato (DHA), uno de los productos fosfatados de la degradacion de
la fructosa-1, 6-bifosfato, es convertido en glicerol-3-fosfato para ser utilizado en la
sintesis de fosfolipidos, componentes de la membrana lipidica. El acido 3-fosfoglicerato
es un precursor de glicina y serina. El metabolismo de este ultimo utiliza alrededor del
50 % de la energia proveniente del carbono de la glucosa y es de importancia ya que
sus productos son sustratos para generar purinas y timidinas. Ademas, el metabolismo
de la serina puede regular la glucolisis mediante una de sus enzimas, piruvato cinasa
(PK), la cual, en el ultimo paso de la via, convierte el fosfoenolpiruvato en piruvato. De
esta manera cuando hay saturacién de serina, la variante de PK (PK2) expresada en
cancer, es activada y la glucolisis produce piruvato, creando un circuito de

retroalimentacion negativa (Locasale, J. W. et al. 2011; Possemato, R. et al. 2011).

Las vias que siguen los metabolitos estan sujetas a regulacion por supresores de
tumores y oncogenes como RAS y C-myc, los cuales son responsables de enviar
intermediarios del ciclo de Krebs y glucolisis, asi como a otras vias como sintesis de

aminoacidos y acidos grasos. Supresores de tumores como p53 inhiben vias de
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biosintesis de moléculas y por tanto en cancer estan activas, al estar subexpresados

(Jiang, P. et. al. 2011).
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Figura 4. Uso de intermediarios de la glucosa y ciclo de TCA para la biosintesis y

produccion de NADPH (Paviova, N. N. & Thompson, C. B. 2016).

Incremento en la demanda de nitrégeno

La alta tasa de proliferacién requiere que se sinteticen moléculas con nitrégeno como
nucleétidos, aminoacidos no esenciales y poliamidas. La expresion de oncogenes como
c-myc y mutantes de p53 conducen a la sobreexpresién de enzimas participes en la
biosintesis de nuclebtidos. Respecto a la produccién de aminoacidos, la glutamina sirve
como fuente una vez que es desaminada (Kollareddy, M. et. al. 2015; Mannava, S. et.

al. 2008).
Uso de modos oportunistas para la adquisiciéon de nutrientes

La células tumorales al estar desprovistas de nutrientes encienden mecanismos que les
permite adquirirlos en mayor concentracion como; macropinocitosis, entosis,

fagocitosis o autofagia. Los nutrientes provienen de la degradacion de proteinas y
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lipidos que pueden ser del medio, otras células, cuerpos apoptoéticos o de la

degradacién de organelos de la misma célula (Pavlova, N. N. & Thompson, C. B. 2016).
Interacciones metabélicas con el microambiente

Los productos del metabolismo de la célula tumoral tienen influencia sobre la matriz
extracelular, su composicion y la interacciéon con otras células que la rodean como
fibroblastos, endoteliales y células del sistema inmunolégico. Uno de los principales
productos del metabolismo de células de cancer es el lactato, el cual se acumula en el
medio extracelular lo que causa que las células T, dendriticas y monocitos sean
atenuados creando un ambiente inhibitorio del sistema inmunolégico (Fischer, K. et. al.
2007). El ambiente acido estabiliza el factor HIF1-a y activa las vias de NF-KB y PI3K,

que en conjunto promueven angiogénesis (Vegran, F. et. al. 2011).
Alteraciones de la regulacién de genes por metabolitos

Las senales de crecimiento determinan las vias metabdlicas, sin embargo, los
metabolitos resultantes ejercen un papel activo en la expresion de genes mediante su
interaccion con proteinas reguladoras como es el caso de las acetilasas de histonas
cuyo sustrato es acetil-CoA, producido en gran cantidad en células tumorales (Cai, L.
et. al. 2011). Otro ejemplo son las proteinas SAM, la cuales son encargadas de
depositar marcas de metilacion en citosinas, adenosinas y colas de histonas, son
sensibles al metabolismo de la serina que esta incrementado en cancer (Chiang, E. P. I.
et. al. 2009).

Las vias de sefalizacion y las rutas metabélicas estan reguladas por factores genéticos.
Su desregulacién conlleva a una reconfiguracion de las vias generando un metabolismo
aberrante con las caracteristicas ya explicadas. Entre los factores genéticos se
encuentran mutaciones en genes de enzimas claves que participan en el metabolismo
o bien, orquestan su funcionamiento. Tal es el caso de enzimas como PK, PDK, HK y
LDH-A u oncogenes como C-myc, cuyas mutaciones conducen a la produccién de
isoformas que alteran o lleva a la pérdida de su funcion. Ademas, la sobreexpresion y
subexpresion de genes, asi como un aumento o disminucién a nivel de proteina afectan

igualmente diversos procesos celulares. Una de las causas de esta desregulacion es la
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regulacion ejercida por micro RNAs (miRNAs) sobre multiples vias a través de la
represion y modulacién a nivel postranscripcional (Dumortier, O. et. al. 2013; Kim, V.

N. et. al. 2009a).

MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas endégenas de 18 a 22 nucle6tidos de RNA
monocatenario, no codificante para proteinas, cuya principal funcién es la regulacién
de la expresion génica mediante la represion de un mRNA blanco por silenciamiento
de RNA (RNAI) (Lee, R. C. et. al. 1993). Las diferencias de los miRNAs de otros pequefios
RNAs no codificantes como piRNAs o siRNAs, son: su longitud media de 22 nucleétidos,
su transcripcion como estructura de asa horquilla llamado pri-miRNA, su procesamiento
dependiente de dos ribonucleasas, Drosha en el nicleo para generar el pre-miRNA y
Dicer en el citoplasma para generar el miRNA maduro, y su asociacién a la familia de
proteinas Argonauta para poder llevar a cabo su funcion y biogénesis (figura 5) (Bartel,

D. P. 2004).

Stem Loop

miRNA maduro 5p

'mn,.,.,.,."_r"_r

” 4 |v
Sitio corte Droshe MIRNA maduro 3p Sitio corte Dicer
l I
Pre-miRNA
I I
Pri-miRNA

Figura 5. Estructura de microRNAs (Bartel, D. P. 2004)

Los microRNAs pueden estar codificados en regiones intergénicas o estar dentro de un
gen que codifica para una proteina. Aproximadamente 50 % de los miRNAs estan en
proximidad uno de otro formando clusteres, los cuales son transcritos a partir de una

promotor en comun, llamado unidad de transcripcion policistrénica (TU). Otros miRNAs
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pueden encontrarse de manera individual en una regién y pueden tener un promotor
especifico para su transcripcion. Dentro de estas dos posibilidades de ubicacion
pueden encontrase a su vez en regiones intrénicas o exonicas de genes que codifiquen
0 no para proteinas, de los cuales el 40 % de loci de miRNAs total del genoma estan
ubicados en regiones intronicas de mRNA y muy pocos en regiones exénicas de mRNA,
solo el 10 % (figura 6). Los miRNAs pueden ser transcritos por la polimerasa Il y lll. La
polimerasa principal en la transcripcién de microRNAs es la pol Il, sin embargo, la pol
Il también esta implicada pero especificamente en la transcripcion de miRNAs
asociados a la regulacién del ciclo celular y crecimiento. Ademas, la pol Il se ha visto
asociada a transcripcion de miRNAs entre secuencias ALU, caracteristica de esta

polimerasa (Kim, V. N. 2009b)
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Figura 6. Localizacion genomica de los microRNAs (Kim, V. N. 2009).

Biogénesis

Los microRNAs requieren de un proceso de maduraciéon para poder desempefar su
funcion. Este proceso se lleva a cabo en dos regiones celulares, el nucleo y el citoplasma.
El transcrito inmediato se conoce como pri-miRNA y estructuralmente es una asa
horquilla (stem loop) que consiste en la asa de 33 pares de bases (pb) en promedio,
una horquilla terminal y regiones flanqueantes de RNA de una sola cadena.

Posteriormente sufre una escision por la endonucleasa Drosha, liberando un producto
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de aproximadamente entre 60 y 70 nucleétidos llamado pre-miRNA. Para que el corte
se realice Drosha requiere de un cofactor llamado gen 8 de la regién critica del
sindrome DiGeorge (DGCR8). DGCRS interactua con el primirna mediante la regién del
asa y del RNA de una sola cadena. De esa manera asiste en colocar a Drosha 11 pb
adyacentes a la regidn monocatenaria, donde realiza la escision (figura 7). El complejo

Drosha y DGCRS se le conoce como microprocesador (Bartel, D. P. 2004).

El proceso en el cual se requiere del corte de Drosha para la biogénesis de un microRNA
es el VIA canoénica de procesamiento de un microRNA, sin embargo, existen formas no
canénicas dependiendo de su localizacién genémica. Por ejemplo, la biogénesis de los
mirtrons, miRNAs embebidos en intrones que son independientes del procesamiento
por el microprocesador y es sustituido por la maquinaria de splicing donde el /ariat
conforma al miRNA y a través de enzimas debranching adopta la estructura de pre-
miRNA. Si el microRNA tiene una extension mayor entonces el /ariat sufre corte por
endonucleasas en sus extremos 5"y 3" (Ruby, J. G. et. al. 2007). Ademas, existen casos
particulares de microRNAs llamados simtron, como miR-1225 y miR-1228 cuya
biogénesis difiere de las antes mencionadas, ya que su procesamiento es independiente

de Drosha y DGCRS, asi como del spl/icing (figura 7) (Havens, M. A. et. al. 2012).

Una vez generados los pre-miRNAs, independientemente de la via de origen, contintdan
bajo una sola via para completar su maduracion y desarrollar su funcion. El pre-miRNA
es exportado del nucleo al citoplasma mediante el reconocimiento de aproximadamente
14 pb del asa del microRNA por Exportina 5 (EXP5) y su cofactor RAS. Una vez
translocado al citoplasma, el miRNA es liberado por hidrélisis de GTP entre el complejo
de EXP5 y RAS para seguir la segunda etapa de su maduracion (figura 7) (Wu, K. et. al.
2018).

El pre-miRNA tiene un extremo 5 fosforilado y un overhang en el extremo 3, los cuales
son afines a Dicer, la endonucleasa que realiza el segundo corte del microRNA. Dicer
tiene 6 dominios; N-terminal ATPasa / helicasa, DUF283, PAZ (Piwi, Argonauta, Zwilli),
dos dominios nucleasa RNAasa lll (RNAasa llla y lllb) y DSRBD. El dominio PAZ reconoce

dos nucleétidos del overhang en el extremo 3" y se une a él en la region de doble
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cadena, la region entre el dominio PAZ y los dominios nucleasa sirven para delimitar
el sitio de corte. Ademas, el dominio helicasa es util para llevar cabo giros necesarios
para la escision de la horquilla (/oop). El resultado, es un duplex monocatenario de RNA
de 22 nucleétidos. El microRNA se une a un complejo efector conocido como Complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). Este complejo multiproteico se conforma
principalmente por proteinas de la familia Argonauta, de las cuales en humanos existen
cuatro tipos y la Argonauta 2 es la mas activa en la maduracién de los miRNAs. Las
otras proteinas que forman RISC son Dicer, TRBP y PACT (figura 7) (Kim, V. N. et. al.
2009a).

Respecto al duplex de RNA, solamente un brazo llamada cadena guia se une a RISC y
la otra, lamada cadena pasajera, se degrada. Lo que determina cual es la cadena guia
y cual pasajera es su estabilidad termodinamica. La cadena que tenga menor
estabilidad en su extremo 5 sera la que se unira al complejo RISC., esta cadena es
detectada por la proteina R2D2. No obstante, existen casos en los cuales las dos
cadenas del microRNA son funcionales y cada uno se asocia al complejo RISC (Khvorova,
A. et. al. 2003). A cada cadena resultante del pre-miRNA se le conocen como miRNA
3p y 5p dependiendo de su sentido (figura 7).

Para que la cadena guia se monte al complejo RISC, primero se tiene que disociar el
duplex de RNA, el mecanismo exacto del desdoblamiento y separacién del duplex se
desconoce. No obstante, esta funcion se atribuye a una helicasa RNA Helicasa A (RHA)
debido a su capacidad para reconocer 3" overhangs de RNA. Este proceso es
independiente de ATP. Posteriormente, el extremo menos estable se asocia a la
proteina Argonauta mientras el mas estable se une a la proteina TRBP (Kim, V. N. et.

al. 2009b).
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Figura 7. Biogénesis de microRNAs (Kim, V. N. et. al. 2009)

Funcién

Una vez que el microRNA esta ensamblado en el complejo efector RISC, se le denomina
miRISC. El microRNA guia al complejo para efectuar en conjunto la regulacién
postranscripcional de mRNAs. Para ello, existen dos mecanismos; escision o corte del
mensajero y represion traduccional. El cual de ambos se lleve a cabo depende de la
complementariedad de bases entre la secuencia del microRNA con la del mensajero, si
es alta se realiza un corte, pero si es parcialmente complementaria se reprime la
traduccién. A la vez la represion de la traduccidon puede ser mediante el estancamiento
de los ribosomas o una disminucién en la tasa de produccion el ribosoma o bien, la

degradacion de los polipéptidos recién sintetizados (Gu, S. & Kay, M. A. 2010).

Dentro de la secuencia complementaria se ha identificado una secuencia “nucleo”
denominada region semilla, la cual es la principal regiéon de unién entre miRISC y el
mRNA para llevar acabo su funcion. La region semilla se ubica en el extremo 5’del
microRNA vy la region 3" no traducible (3" UTR) del mRNA y comprende normalmente
del nucleétido 2 a 8 en su extremo 5" de miRNA con variaciones frecuentes en su

posicion pudiendo ser una secuencia hexamera (1-6, 2-7, 3-8), heptametra (2-8, 1-7)
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y octaméra (1-8) siendo interaccion mediante apareamiento de bases Watson y Crick

(Seok, H. et. al. 2016).

La importancia de la regién semilla radica en factores como la estabilidad
termodinamica de la reaccién y la alta complementariedad de las secuencias
heptametras con la region 3" UTR del mRNA. Dado lo anterior, si la secuencia no es
complementaria en toda su secuencia puede generar bucles que interfieran con la
interaccion, sin embargo, esto puede ser compensado por sitios adyacentes que
poseen parcial complementariedad que hacen no estrictamente necesaria la total o
perfecta complementariedad de la regién semilla. A estos sitios se le conocen como no
canénicos. Entre los mas comunes se encuentran sitios que forman bucles y tienen
interacciones wooble entre bases (G:U), los cuales son reconocidos como parte de la
region semilla. Otros sitios son interacciones wooble y bucles funcionales dentro de la
region semilla, secuencias complementarias de hasta 12 nucleétidos en el centro del
microRNA conocidas como regiones semilla centrales y regiones compensadoras en el
sitio 3° del microRNA en lugar del 5. Como consecuencia el miRISC no degrada el
mensajero, sin embargo, no deja de ser funcional y lleva a cabo represion traduccional
en vez de realizar el corte por la endonucleasa, siendo asi como la mayoria de los

microRNAs en mamiferos ejercen su funciéon (Seok, H. et. al. 2016).

La region candnica de interaccion con microRNAs, en el mensajero, es la 3" UTR, sin
embargo, en el proceso de RNAi otros ncRNAs también se unen a esta region para
llevar a cabo su funcion. La preferencia por esta regién en particular se atribuye en
parte, a que las secuencias de la 3" UTR estan mas conservadas en comparacién con la
de los marcos abiertos de lectura de los genes debido a su diversidad. Ademas, la
posicion del complejo RISC sobre la regién 3 UTR le confiere una ventaja impidiendo
la formacién de polisomas y por consiguiente que no se lleve a cabo la traduccién (Lai,
E. C. 2002; Lytle, J. R. et. al. 2007). Al igual que existen interacciones no canénicas de
los miRNAs también hay interacciones no canénicas de los mensajeros, como lo es la

regiéon 5" UTR y el marco abierto de lectura (Xu, W. et. al. 2014).
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Las secuencias de interaccion entre miRNAs y mRNAs como la region semilla, la 3" UTR
y regiones no canodnicas estan sujetas a sufrir variaciones afectando el mecanismo de
RNAi. Por una parte, los microRNAs pueden presentan cambios con respecto a la
longitud de su secuencia y la estructura per se, denominados IsomiR (Morin, R. D. et.
al. 2008). Se han observado cuatro diferente cambios que sufre la secuencia,
sustitucion de un nucleétido por otro, adicion de nucle6tidos en el extremo 3" y
modificaciones en el sitio de corte por Dicer que causan cortes reduciendo su tamaio
pudiendo ser tanto en el extremo 3"y 5" (3" trimmingy 5" trimming) (Ebhardt, H. A. et
al., 2009; Wyman, S. K. et. al. 2011). Las variaciones en la secuencias de los microRNAs
no impiden que sean funcionales, por el contrario, tienen genes blancos diferentes con
respecto a las secuencias canonicas teniendo repercusion en diferentes funciones
celulares. Ademas, los isomiR presentan diferentes perfiles de expresion acorde al

tejido, patogenia e incluso por poblacién, género y raza (Loher, P. et. al. 2014).

Se han identificado mutaciones en mRNAs ubicadas en las regiones de interaccion con
el microRNA, teniendo como consecuencia pérdida completa de sitios de unién con el
microRNA obtenido ganancia de funciones. Por el contrario, mutaciones en esta regién
también pueden crear sitios de interaccién con microRNAs desregulando el gen a la
baja causando pérdida de alguna funcién por ausencia o disminucién de la proteina,
tal es el caso de una transversién en el gen GFPT1 que crea un sitio complementario

con miR-206 (Dusl, M. et. al. 2015).

Con relacién a su funcion, los microRNAs tienen maneras de llevar acabo la represion
traduccional mediante maneras no canénicas como lo es la remocion de la cola de poli
A de los mRNAs (Beilharz, T. H. et. al. 2009). Adicionalmente se estudia su posible
implicacién en otras funciones asociadas a patrones de metilacibn y como
potenciadores de traduccion de genes, es decir, una funcién opuesta a la canénica de

regulacion negativa (Vasudevan, S. et. al. 2007).
Regulacién

Los miRNAs son regulados a nivel transcripcional y post transcripcional.

Transcripcionalmente, si son miRNAs intergénicos son regulados a través de sus
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propios promotores y factores de transcripcion, por el contrario, si son intragénicos
estan sujetos a ser regulados por los promotores y factores de transcripcion de los
genes hospederos (Gulyaeva, L. F. & Kushlinskiy, N. E. 2016). En el caso particular de
microRNAs intragénicos se ha descrito una posible coregulacién, entre el microRNA y
los genes hospederos donde cambios en la expresion de los mRNAs modifican la
expresion del microRNA mediante circuitos de retroalimentacion positiva y negativa,
estimulos del sistema inmunolégico e interaccion entre miRNAs embebidos en genes
hospederos y factores de transcripcion de los mismos genes. Un ejemplo es miR-34
que tienen como blanco a la proteina HDM4, regulador negativo del supresor de
tumores p53, al inhibir a HDM4, regula positivamente e indirectamente la expresion de
p53 creando un circuito de retroalimentacion positiva (Okada, N. et. al. 2014). Por el
contrario, proteinas involucradas en la maduracion de microRNAs, estan sujetas a la
vez a regulacion por microRNAs, tal es el caso SF2/ASF, proteina que promueve la
maduraciéon de miR-7 facilitando el corte por Drosha y en cambio, miR-7 tiene como
blanco a SF2/ASF disminuyendo sus niveles de expresiéon y por tanto los del mismo

microRNA, formando asi un circuito de retroalimentacion negativa (Wu, H. et. al. 2010).

Posterior a su transcripcion, los miRNAs estan sujetos a regulacion en cada paso del
proceso de maduracion por cada una de las proteinas participantes, por lo que el
cambio en su expresion, asi como mutaciones pueden afectar la produccion de
microRNAs. Otros factores de regulacion que influyen es la regulacion de los microRNAs

la estabilidad y modificacién de su secuencia (Gulyaeva, L. F. & Kushlinskiy, N. E. 2016).

Entre los factores post transcripcionales de regulacion se encuentran otros RNAs
denominados ceRNAs los cuales son RNAs endégenos como mRNAs, RNAs largos no
codificantes, RNAs circulares y pseudogenes, que compiten entre si por sitios de
interaccion en comun de microRNAs Ilamados MREs (elementos de respuesta
microRNAs). De esta manera la modificacion en la expresién de RNAs que actian como
ceRNAs altera la disponibilidad de un poo/ de microRNAs, modificando a la vez la
regulacion ejercida por los miRNAs, como sucede en enfermedades como el cancer (Su,

X. et. al. 2013).
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MicroRNAs en cancer

Los primeros microRNAs asociados a cancer fueron miR-15 y miR-16 en leucemia
linfocitica cronica, donde observaron una relacion inversa entre la expresién de los
microRNAs y de la proteina de la célula de linfoma B (Bcl2), proteina reguladora del
proceso de apoptosis. Los microRNAs se encontraban subexpresados mientras que
Bcl2 estaba sobreexpresada y la subexpresion de los microRNAs se atribuye a su
localizacién genomica en el cromosoma 13q14 frecuentemente deletada en cancer
(Calin, G. A. et. al. 2002). A partir de esto se realizaron han realizados numerosos
estudios en identificar microRNAs desregulados en diferentes tipos de cancer, los
mRNAs que tienen como blanco, asi como los procesos celulares que a través de estos

regulan.

El estudio individual de la interaccion de un microRNA con su blanco de regulacion ha
permitido identificar un patréon en la expresion de microRNAs en cancer. Por una parte,
microRNAs subexpresados que tienen como blancos oncogenes, a este grupo de
miRNAs se les denomino microRNAs supresores de tumores, tal es el caso de C-myc,
un oncogén regulado por miR-34a (Yamamura, S. et. al. 2012). Por el contrario,
microRNAs cuyos mRNAs blanco son genes supresores de tumores se les denomino
oncomirs. Un ejemplo de oncomir es miR-214 que al estar sobreexpresado en cancer
regula negativamente la expresion del gen supresor de tumores p53 y por consiguiente
promueve la proliferacion celular (Xu, C. et. al. 2012). En conjunto, la sobreexpresiéon y
subexpresion de oncomirs y miRNAs supresores de tumores respectivamente
contribuyen al desarrollo de la célula tumoral y la progresion de la enfermedad (Zhang,
B. et. al. 2007).

Se ha identificado la expresion diferencial de oncomirs y miRNAs supresores de
tumores en distintos tipos de cancer. También se ha evaluado su participacion en los
procesos celulares caracteristicos de cada uno de los hallmarks del cancer. Un ejemplo
en metastasis es la proteina E-cadherina involucrada en el proceso de adhesion celular,
la cual esta subexpresada en cancer y consta de varios sitios de union con miR-9, un
oncomir (Ma, L. et. al. 2010). En angiogénesis, VEGF (factor de crecimiento vascular

endotelial) es una de las proteinas claves en el proceso al promover la formacion de
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vasos sanguineos y al activar otros oncogenes como HIF1-a. Se ha descrito que VEGF
tiene sitios de union para miR-125, sin embargo, este ultimo esta subexpresado (Bi, Q.
et. al. 2012). Se han identificado también microRNAs que participan en la evasién del
sistema inmunologico mediante miRNAs extracelulares embebidos en exosomas que
afectan el reconocimiento de células T, NK, TAMs y MDSCs y modifican el microambiente
tumoral. Un ejemplo de esto es la proteina MICA/MICB, que sirve de reconocimiento de
las células NK para su degradacion, que esta desregulada por los siguientes oncomirs;
miR-10b, miR-17-5p, miR-20a, miR-25, miR-93, miR-106b, y miR-433 (Eichmiiller, S.
B. et. al. 2017).

En cuanto al metabolismo, se han observado multiples microRNAs desregulados que
facilitan la reprogramacién de las vias de senalizacion que conlleva a desarrollar
metabolismo aberrante caracteristico de la célula tumoral. La repercusion de la
desregulacion de miRNAs en el metabolismo puede ser en pasos y enzimas clave de
las vias metabdlicas. Un ejemplo es en el paso irreversible de la glucolisis donde miR-
143 modula la glucolisis via su interaccion con la proteina HK2 (Peschiaroli, A. et. al.
2013). Otro ejemplo es miR-210, el cual disminuye la actividad del ciclo de Krebs

mediante la inhibicion de las proteinas ISCU1/2 (Chan, S. Y. et. al. 2009).

MicroRNAs en cancer de mama

El cancer de mama, a pesar de haberse identificado perfiles de expresion diferencial de
receptores que permitieron clasificarlo molecularmente, continda siendo un tipo de
cancer heterogéneo entre células de un mismo tumor y entre el tumor y el
microambiente tumoral debido a una pobre diferenciacién en la expresion de proteinas
y sus mensajeros, como es el caso del cancer de mama triple negativo (Fan, C. et. al.
2006). Por lo que una alternativa es identificar posibles redes de interaccion que
participen en la desregulacion de diferentes procesos celulares en cancer de mama y

utilizarlos como blancos terapéuticos.

A través de analisis bioinformaticos y funcionales se han identificado microRNAs
sobreexpresados o subexpresados en determinados tipos de cancer como colén y

glioblastoma (Babae, N. et. al. 2014; Coronel, H. et. al. 2019). En el caso del desarrollo
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de cancer de mama, ya sea como oncomirs o microRNAs supresores de tumores, se
asocio a hsa-miR-503, hsa-miR-1307, hsa-miR-212 y hsa-miR-592 como microRNAs
claves en la prognosis y supervivencia de pacientes con cancer de mama (Yerukala
Sathipati, Y. S. & Ho, S. Y. 2018). De igual manera, se han identificado miRNAs
desregulados en cancer de mama triple negativo, como es el caso de miR-200c-3p,
miR-221-3p, miR-222-3p, miR-192-5p y miR-146a, involucrados en procesos como
la activacion de la via de WNT y metastasis (Chen, J. et. al. 2017)

Perfiles de expresion de microRNAs

Los microRNAs estan sujetos a multiples puntos de control y regulacién y la alteracién
de estos procesos conlleva a desarrollar enfermedades como cancer, debido a que un
solo microRNA tiene varios mRNA blancos involucrados en diferentes procesos
celulares. A la vez, un mRNA tiene multiples sitios de interaccién con varios microRNAs.
Considerando que actualmente la base de datos miRBase contiene 1917 secuencias
de miRNAs humanos registrados (Kozomara, A. et. al. 2019), se estima que un tercio
de RNAs codificante para proteinas esta regulado negativamente por microRNAs se
obtienen como resultado multiples combinaciones posibles de interaccion,
constituyendo un importante grupo de ncRNAs que pueden regular casi cualquier

funcién celular a través de RNA..

Se ha visto diferente expresion de microRNAs en las diferentes etapas del desarrollo
de un organismos, 6érganos, tejidos y tipos celulares. De igual manera existen diferentes
patrones en el nivel de expresion de miRNAs, habiendo miles de copias mas de alguno
respecto a otros, asi como miles menos. Por lo tanto, diferentes perfiles de expresién
son indicadores de una funcién en particular de un microRNA en diferentes contextos
celulares, para ello es necesario conocer el tipo celular y de tejido en cual se expresa
cada microRNA, factores de transcripcion y ubicacién genémica respecto a otros
microRNAs. Un ejemplo de esto son estudios como el de (Liang, Y. et. al. 2007) donde
llevaron a cabo la caracterizacién de 345 microRNAs en 40 diferentes tipos de tejido
humano sanos con el fin de obtener el perfil de expresién y distribucion de los miRNAs

acorde a su localizacion cromosémica. También determinaron que microRNAs ausentes
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o sub expresados en ciertos tejidos, como el cerebro, fueron necesarios durante el

desarrollo embrionario de ese mismo tejido.

En un estudio en el que se analiz6 la expresion de 175 microRNAs mediante un
microarreglo en 20 tejidos, se observé que microRNAs que se localizan a 50 kb entre
si suelen coexpresarse (Baskerville, S. & Bartel, D. P. 2005). Dichos microRNAs
codificados en cluster pueden tener una funcién particular, es decir, regular mRNA que
participen en un proceso celular especifico, o en su defecto que contribuyan a la
desregulacion de mRNA en una patologia. Un ejemplo de ello es el cluster miR-17~92,
el cual se caracteriz6 como oncogénico debido a que favorece la reprogramacion
metabodlica de un tumor y su pérdida conlleva a la disminucion de la actividad
metabodlica de la célula tumoral afectando la glucolisis y le metabolismo mitocondrial
(Izreig, S. et. al. 2016).

La obtencion de secuencias de microRNAs y la identificacion de sus perfiles de
expresion representan informaciéon de primera mano que ha sido util para generar
repositorios de datos. Por ejemplo; miRBase es el primer repositorio de informacion
sobre la secuencia y estructura de mas de 18, 000 pre-miRNAs y sus respectivos
microRNAs maduros pertenecientes a 168 especies de animales, plantas, algas y virus
(Kozomara, A. et. al. 2019). Por otra parte, bases de datos como Gene Expression
Omnibus (GEO) y ArrayExpress almacenan datos de secuenciacion y microarreglos que
permiten analizar perfiles de expresion bajo diferentes condiciones experimentales
(Schmitz, U. & Wolkenhauer, O. 2013).

La finalidad de generar estos repositorios es posiblitar la mineria de datos para asi
obtener mas informacién acerca del contexto genémico, funcién y conservacion de
microRNAs. Para ello, se utilizan herramientas bioinformaticas que toman como base
de datos la informacién almacenada en los repertorios y posteriormente la integran y
analizan con algoritmos basados en caracteristicas como la complementariedad entre
la secuencia del microRNA y la de su posible blanco de regulacién, la energia que
requiere la hibridacion del duplex mRNA/microRNA y la conservacién evolutiva de los

sitios de union del microRNA. Dichos analisis bioinformaticos generan como productos
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la prediccion de los genes blanco de microRNAs, los procesos celulares en los que
participan, la identificacion de redes de interacciéon y los posibles microRNAs
desregulados en enfermedades. Algunas de las herramientas que permiten realizar
estos analisis son TargetScan, miRanda, miRTarBase y miR2Disease (Schmitz, U. &

Wolkenhauer, O. 2013).

En un estudio de 7he Cancer Genome Atlas (TCGA) (Koboldt, D. C. et. al. 2012), se llevd
a cabo la evaluacién de tumores de 825 pacientes con cancer de mama en diferentes
estadios y diferente subtipo molecular. Estas fueron analizadas mediante cinco
plataformas con el objetivo particular de identificar patrones de metilacion, deteccion
de polimorfismos, analisis mediante secuenciacion del exosoma y analisis de la
expresion de mRNAs y microRNAs. De este analisis, nuestro grupo de investigacion
tomo los datos de la secuenciacion de microRNAs para llevar a cabo un analisis
bioinformatico con el fin de identificar posibles microRNAs y sus posibles mRNAs

blancos desregulados en cancer de mama.

El analisis mostr6 diferentes microRNAs desregulados en cancer de mama y sus
posibles genes blancos de regulacién (figura 8). Dentro de ellos destacan miR-7, el cual
esta subexpresado en cancer de mama, y tres posibles mRNAs blanco sobreexpresados,
codificantes para las proteinas ACADL, CSRNP3 y PDK4 (Datos no publicados, figura
9).
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Figura 8. Mapas de redes de interaccion de microRNAs con sus posibles genes
blancos. A) Interacciones de hsa-miR-7-3, hsa-miR-21, hsa-miR-96, hsa-miR-98, hsa-
miR-182, hsa-miR-183, hsa-miR-429 y hsa-miR-1301. B) Interacciones de hsa-miR-7-
5p, hsa-miR-21
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Figura 9. Redes de interaccion de hsa-miR-7-3p y hsa-miR-7-5p con sus posibles genes blanco.

MiR-7

MiR-7 fue identificado por primera vez por (Lagos-Quintana, et. al. 2001) . Se encuentra
codificado en tres diferentes loci; 9921, 15926 y 19q13, de los cuales cada uno
codifica para la misma secuencia madura de 23 nucleétidos; miR-7-1, miR7-2 y miR-7-

3 respectivamente (Kalinowski, F. C. et. al. 2014).

Respecto a su regulacién, factores de transcripcion como HOX10 estan implicados
directamente en la expresion de miR-7 (Reddy, S. D. N. et. al. 2008). En el caso

particular de miR-7-1, este se encuentra dentro de la secuencia intrénica del gen
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HNRNPK, por consiguiente, esta sujeto a la regulacion de los factores de trascripcion
de este gen. También se ha visto regulacion tejido-especifica para este miRNA. Por
ejemplo, en pancreas, miR-7 es regulado por el factor de transcripcion como

NeuroD/Beta2 (Kredo-Russo, S. et. al. 2012).

Su expresion esta enriquecida en condiciones normales en tejidos como los del sistema
nervioso (Choudhury, N. R. et. al. 2013). Por otra parte, miR-7 esta involucrado en el
desarrollo de enfermedades como cancer, ya sea actuando como oncomir o microRNA
supresor de tumores, a través de la regulaciéon de multiples genes blancos involucrados
en procesos como proliferacién, angiogénesis y migracion. Algunos de estos genes
blancos son VEGF, PAK1, EGFR, E-cadherina, MAPK, KLF4, entre otros (Zhao, J. et. al.
2015).

ACADL, CSRNP3 y PDK4

Los tres posibles genes blancos de miR-7 identificados en nuestro analisis tienen en
comun que tienen una funcién en una via metabdlica o su expresion esta asociada al

metabolismo.

ACADL es una oxidorreductasa que participa en la B-oxidacion de acidos grasos de
cadena larga, especificamente en el primer paso en el cual cataliza la formacién de un
doble enlace entre el carbono a y el carbono B a partir de FAD (Chegary, M. et. al.
2009). La expresion de ACADL se encuentra modificada en algunos tipos de cancer,
como es el caso de carcinoma de células escamosas de eséfago esta sobreexpresado
(Yu, D. et. al. 2018). De igual manera, la expresion de ACADL esta asociada a desarrollo

del fenotipo tumoral en cancer colorrectal (Xie, B.-X. et. al., 2011).

CSRNP3 es un gen cuya proteina se ha descrito como posible factor de transcripcion y,
polimorfismos en su locus son candidatos determinantes para el desarrollo de obesidad

y sindrome metabdlico (Yamada, Y. et. al. 2017).

PDK4 forma parte de la familia de proteinas cinasas PDK/BCKDK, localizadas en la

matriz mitocondrial. Su funcién consiste en la inhibicion del complejo piruvato
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deshidrogenasa mediante la fosforilacién en una de sus subunidades, de manera que
al llevar a cabo su funcién reduce la formacién de acetil Co-A y el piruvato, producto
de la glucolisis, y es transformado a lactato en la via de la glucolisis anaerobia (Rowles,

J. et. al. 1996).

La regulacion de PDK4 esta mediada por glucocorticoides, acido retinoico e insulina
(Kwon, H. S. et al., 2006; Kwon, H. S. et. al. 2004). Modificaciones en la expresion de
PDK4 estan asociadas al desarrollo de enfermedades como diabetes y cancer (Wynn,

R. M. et. al., 2008).

PDK4 se encuentra sobreexpresado en cancer de colorrectal, mama, pulmén, ovario y
vejiga actuando como oncogén (Guda, M. R. et. al. 2018; Leclerc, D. et. al. 2017; Li,
G. et. al. 2017; Wang, Q. et. al. 2018; Woolbright, B. L. et. al. 2018). Los mecanismos
de PDK4 mediante los cuales contribuye a la tumorogénesis son: su interaccion con
vias de senalizacion como CREB-RHEB-mTOC1 (Liu, Z. et. al. 2014). Por otra parte,
RNAs que actian como ceRNAs también afectan la expresiéon de PDK4, como es el caso
del IncRNA PCAT19 el cual al estar sobreexpresado en cancer inhibe a miR-182 por lo
que este ya no puede inhibir a su blanco, PDK4 y, por consiguiente, se promueve la

degradacion de glucosa a lactato favoreciendo a la célula tumoral (Xu,S.et. al. 2019).

Tomando en cuenta los resultados del analisis bioinformatico que predice que ACADL,
CSRNP3 y PDK4 son blancos de miR-7, la funcién molecular de ACADL, CSRNP3 y
PDK4 en el metabolismo y los antecedentes de miR-7 desregulado en cancer, es de
nuestro interés conocer la posible influencia de miR-7 como un regulador del

metabolismo de cancer de mama a través de sus genes blancos.
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Hipétesis

MiR-7 tendra influencia en el metabolismo de cancer de mama a través de la posible

regulacion de tres genes: ACADL, CSRNP3 y PDK4.
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Objetivos
Objetivo general

Determinar la posible interaccion de miR-7 con de sus potenciales genes blanco,

ACADL, CSRNP3 y PDK4 en un modelo de lineas celulares de cancer de mama.
Objetivos particulares

e Evaluar la expresion de miR-7-3 p y miR-7-5p en lineas celulares de cancer de

mama.

e Evaluar la expresion de ACADL, CSRNP3 y PDK4 en lineas celulares de cancer

de mama.

e Obtener la correlacion entre la expresiéon de miR-7 y sus posibles genes blanco.
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Materiales y métodos
Andlisis bioinformatico

Andlisis de complementariedad /n silico de miR-7-3p y miR-7-5p con sus posibles genes

blanco.

Se obtuvieron las secuencias de miR-7-3p y miR-7-5p maduras de miRBase y se
determiné la complementariedad de bases en miRtarBase con los genes blancos;
ACADL, CSRNP3 y PDK4. El resultado fue que ACADL y CSRNP3 son complementarios

con miR-7-5p mientras que PDK4 es complementarios con miR-7-3p.
Prediccién de la expresién de miR-7 y sus posibles genes blanco en cancer de mama

A partir de un estudio de secuenciacion del TCGA se tomaron los datos de expresion
de microRNAs y mRNAs de 1096 y 1103, respectivamente, de pacientes con cancer
de mama. Como control se tomaron datos de personas sanas, 104 para microRNAs y
113 para mRNAs. Se normalizaron los datos de expresion de miR-7, ACADL, CSRNP3
y PDK4 en cancer con los datos de personas sanas y se comparé la expresion con el
objetivo de encontrar una expresion diferencial en cancer y una correlaciéon negativa

entre la expresion de miR-7 y sus posible genes blanco.
Cultivo celular

Para conocer la expresion de miR-7 y sus posibles genes blancos se seleccionaron las

siguientes lineas celulares cancer de mama:

MCF 10A: Células epiteliales de mama humana, proveniente de tejido con enfermedad
fibroquistica, no tumorogénicas (American Type Culture Collection; ATCC, nimero CRL-
10317).

BT20: Células epiteliales de mama humana aisladas de tejido de carcinoma, triple

negativo (American Type Culture Collection; ATCC, nimero HTB-19).

MDA-MB-231: Células epiteliales aisladas de tejido de adenocarcinoma, triple negativo
(American Type Culture Collection; ATCC, nimero CRM-HTB-26).
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MDA-MB-468: Células de adenocarcinoma derivadas de sitio metastasico, triple

negativo (American Type Culture Collection; ATCC, numero HTB-132).

Las células se cultivaron en medio DMEM/F-12 (Gibco) suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (Gibco). Todas las lineas celulares se mantuvieron en incubaciéon a

una temperatura de 37 °C, 5 % de CO,y 90 % de humedad.
Extraccion de RNA de lineas celulares y cuantificacion

La extraccion de RNA a partir de las cuatro lineas celulares se realiz6 conforme al
protocolo establecido por los fabricantes del reactivo TRIzol (Invitrogen) basado en el
método acido de tiocinato de guanidina-fenol-cloroformo. La concentracién de RNA se
cuantifico en Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek) usando 2 pl de muestra.

La integridad se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %.

Sintesis de cDNA

La reaccion de retro transcriptasa se realiz6 con el kit del Virus de la Leucemia
Murina de Moloney (M-MLV RT, Promega) acorde a las instrucciones del fabricante.
Cada reaccion se elabor6 a partir de 2 ug de RNA. Las condiciones de reaccion
fueron: Buffer 5x, Random Primers 10 mM, dNTPs 10 mM y 1 U enzima. Las

condiciones de la RT-PCR fueron las siguientes:

5:00

Figura 10. Condiciones de RT-PCR.
Cuantificacion de los mRNA por PCR en punto final y tiempo real

Se evaluaron los niveles de expresion de mRNA por PCR. Para ello, primero se
estandarizaron las condiciones por punto final. El kit utilizado fue Go Taq de Promega.

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: Buffer 5x, Primer Forward y
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Reverse 10 Mm, dNTPs 10 mM, MgCl 2 mM y 1.25 U enzima en las condiciones de

PCR detalladas en la Tabla 2. Como control de carga, se amplific6 el gen constitutivo 8

actina. Las secuencias de primers, la temperatura me/ting (Tm) y el tamafio del amplicon

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos de mRNA.

Gen Condiciones PCR
B actina
95°C | 95°C N
200 72°C 72°C
0:50 | 5:00
(e el
95°C | 95°C .
ACADL 2:00 0:30 J2°C 72°C
54°C 0:20 | 7:00
0:20 4°C
95°C | 95°C
CSRNP3 2:00 | 0:30 12C 72°C
57°C 0:20 7:00
0:20 4°C
oo
95°C | 95°C
PDK4 —2:00 72°C}{ 72°C

0:20 7:00

Tabla 3. Secuencias de primers, Tm y tamario del amplicon de los mRNA.

Gen Secuencias de primers TM (°C) | Tamaiio (pb)
B Actina | FW: CTCACCCTGAAGTACCCCATC 55 230
RV: GATAGCACAGCCTGGATAGCAA
ACADL | FW: TGGGGATACATGTGGGAGTA 54 210
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RV: TCCTCGCTTTCCAAGTTACA
CSRNP3 | FW: 57 218
CAGGAAAATACTGGAGTTCCTGAGA
RV: TGAGAATGGAGGAAGGGGTAA
PDK4 FW: GCTGATGAACCAGCACATTCT 56 278
RV: CTG TTG CCC GCA TTG CAT TC

Una vez estandarizadas las condiciones de PCR por punto final se cuantifico por tiempo
real los mensajeros de los genes blancos. Se utilizo B actina como gen constitutivo para
normalizar los datos. El kit utilizado fue TB Green Premix Ex Taq Il (Tli RNaseH Plus) de
Takara. Las condiciones de reaccion se establecieron conforme al fabricante. Las
condiciones de PCR fueron las mismas que para los genes blancos (tabla 3) y se
adiciono una fase de curva melting de 65° a 90 °C para identificar que las unidades

de fluorescencia emitidas corresponden a la sintesis del transcrito de interés.
Stem loop RT-PCR

La cuantificacion de miR-7 se llevé a cabo en dos pasos: una pulsed RT, la cual consiste
en una retrotranscripcion con un gradiente de temperatura que permite mayor
eficiencia en la hibridacion de las secuencias y, PCR en tiempo real acorde al método
de Varkonyi-Gasic, E. et. al. (2007). Para llevar a cabo la Pulsed RT se utiliza un primer
reverso especifico para el microRNA que se va a amplificar. Su especificidad se debe a
que el primer tiene 6 nucle6tidos complementarios con el extremo 3" y el resto es una
secuencia de 44 nucleétidos que forma una estructura de asa horquilla que protege al
microRNA de union a otras moléculas. Posteriormente se amplifica el microRNA de
interés por PCR a partir del producto de la pulsed RT, con un primer forward que tiene
6 nucleoétidos complementarios con los primeros 6 del extremo 5 del microRNA, y un
primer reverso universal que tiene complementariedad con la secuencia del asa

horquilla (figura 11).
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Figura 11. Esquema de la pulsed RT y Stem loop qPCR para cuantificacion de
miRNAs.

Con base en la metodologia descrita anteriormente, se disefiaron los primers para

cuantificar U6 miR-7 y miR-211-5p (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias de primers para la cuantificacion por Stem loop RT-PCR de U6,

miR-7-3p, miR-7-5p y miR-21 1-5p.

Primer Secuencia
Universal | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC

Reverso

RNU6 | RT:

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATATGG

FW: GTGCTCGCTTCGGCAGCACAT

miR-7- | RT: GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTATGGC
3p FW: GCGGCGGCAACAAATCACAGTCT

miR-7- | RT: GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAACA
5p FW: GCGGCGGTGGAAGACTAGTGATTT
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miR-
211-5p

RT: GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCGA
FW: GCGGCGGTTCCCTTTGTCATCCT

Para la pulsed RT se utiliz6 el kit del Virus de la Leucemia Murina Moloney (M-MLV RT)

(Promega) acorde a las instrucciones del fabricante. Cada reaccion se elabor6 a partir

de 2 pg de RNA. Las condiciones de la reaccion fueron: Buffer 5x, Primer RT miRNA
[10 mM], dNTPs [10 mM] y 1 U enzima. Las condiciones de la RT-PCR fueron las

representadas en la figura 12.

80°C

e 50C W\—/
. .

30°C 0:01 .

16°C 0130 4

0:30 ' co
22:57

Figura 12. Condiciones de pulsed RT

Respecto a la stem loop PCR en tiempo real se utiliz6 TB Green Premix Ex Tag Il (Tll

RNaseH Plus) de Takara. Las condiciones de reaccién se establecieron conforme al

fabricante. Se utiliz6 como gen constitutivo a RNU6. Las condiciones para cuantificar

miRNAs utilizando SYBR Green fueron las siguientes:

G
. . 0
\ X 0 65°C
50°C 60°C L
P ——
2:00 10:00 0:15 1:00 0:05

4°C

0.5 °C/ Ciclo

Figura 13. Condiciones de Stem loop PCR para cuantificacion de microRNAs.

Andlisis estadisticos

Los datos de la expresion de PDK4, miR-7-5p, miR-7-3p y miR-211-5p fueron

analizados mediante ANOVA y prueba de Tukey en el programa GraphPad Prism 7.
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Resultados

Expresion in silico de miR-7

Mediante andlisis bioinformatico se normalizaron los datos obtenidos del TCGA de la
expresion de miR-7 y sus posibles genes blancos en un grupo de pacientes con cancer
de mama y, como control, un grupo de pacientes sanos. En la figura 14 se muestra que
hay una sobrexpresion de miR-7 en los pacientes con cancer de mama (TP) (n=1096)
en comparacion con el grupo control (n=104).

P<0.0001
151

-
o
1

RPKM (Log 2)
<

No tumoral . Tum oral
miR-7

Figura 14. Expresion in silico de miR-7 en pacientes con cancer de mama y sanos.

Expresion in silico de los posibles genes blancos: ACADL, PDK4 y CSRNP3.

Respecto a la expresion de los posibles genes blanco de miR-7; ACADL, CSRNP3 y
PDK4, el analisis mostré que se encuentran subexpresados (n=1102) en cancer de
mama en comparacion con el grupo control (n=113) (figura 15). La expresion de
ACADL, CSRNP3 y PDK4 relaciona inversamente en cancer de mama donde los mRNAs

de los genes estan subexpresados y miR-7 sobreexpresado.
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Figura 15. Expresion in silico de los posibles genes blancos de miR-7; en pacientes
con cancer de mama y sanos. A) Expresion ACADL B) Expresion de CSRNP3 C)
Expresion de PDK4

Expresion in vitro de miR-7-3p y 5p

Con el objetivo de evaluar la expresion de miR-7-3p y miR-7-5p, se llev6 a cabo Stem
loop RT-PCR en tiempo real. La evaluacion de la expresion fue en cuatro lineas celulares
para miR-7-3p (MCF10A, BT20, MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y en tres para miR-7-
5p 3p (MCF10A, BT20 y MDA-MB-231). La linea celular no tumoral MCF10A se utilizé
como control negativo. La linea celular que present6 mayor expresion fue BT20 para
ambos microRNAs. Respecto a la expresion de miR-7-3p, la linea celular MDA-MB-231
fue la que presento menor expresion y la linea celular MDA-MB-468 presento mayor
expresion con respecto a la no tumoral (figura 16). Por otra parte, la expresion de miR-

7-5p fue mayor en la linea celular MDA-MB-231 en comparacién con el control,
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contrario a miR-7-3p. Sin embargo, la expresién no fue significativamente diferente,
entre todas las lineas celulares ni en las lineas celulares tumorales con respecto a la no
tumoral. El resultado no significativo se puede atribuir a la desviacién estandar alta 'y

a una tendencia a el mismo resultado en todas las repeticiones.
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Figura 16. Expresion de miR-7 en la linea celular no tumoral; MCF10A, y triple
negativo; BT20, MDA MB-231 y MDA-MB-468. A) Expresion de miR-7-3p B)
Expresion de miR-7-5p.

Expresion in vitro de los posibles genes blancos: ACADL, PDK4 y CSRNP3.

Para evaluar la expresion de los posibles genes blancos de mir-7, se plante6 como
primer paso estandarizar las condiciones de amplificacion mediante PCRpf y

posteriormente determinar su expresion por medio de qPCR.

ACADL

Se disefiaron los primers para amplificar un fragmento de 210 pb del mRNA, sin
embargo, no hubo amplificacién del transcrito esperado ni de ningun otro tamafo tanto
en la célula no tumoral como en las tumorales, por lo que se opté por amplificar el
mismo fragmento de ACADL a partir de cDNA obtenido de una linea celular diferente
a cancer de mama. A partir de la linea celular HEK293 de rifion embrionario se amplificé

el fragmento de ACADL esperado, por lo que se infiere que no hay expresion de ACADL
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en cancer de mama, o que esta por debajo del umbral de detecciéon experimental; por

tanto, no se procedi6 a evaluar su expresion (figura 17).

MPM HEK293T  MCF10A BT20 MDA-MB-231 CN

300

200 | ACADL 210 pb

100

400
300

200

[-Actina 230 pb

Figura 17. Amplificacion del fragmento de mRNA de ACADL en lineas celulares.

CSRNP3

Se amplificé la banda correspondiente al fragmento del mensajero de 218 pb en todas
las lineas celulares. Sin embargo, no se observé expresion diferencial en la PCR en
punto final entre la linea celular no tumoral y tumorales por lo que al no estar

desregulado en cancer se descart6 su analisis por qPCR (figura 18).

MPM MCF10A BT20 MDA-MB-231 CN

400
300

200

CSRNP3 218 pb

[}-Actina 230 pb

Figura 18. Amplificacion del fragmento de mRNA de CSRNPS3.
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PDK4

Finalmente, se realiz6 la amplificacién del fragmento de mRNA de PDK4 con un tamafio
de 278 pb. En todas las lineas celulares se observa la banda correspondiente de PDK4.

Es notable una menor expresién de PDK4 en la linea celular MDA-MB-261 (figura 19).

MPM MCF10A BT20 MDA-MB-231 CN

PDK4 278 pb

[}-Actina 230 pb

Figura 19. Amplificacion del fragmento de mRNA de PDK4.

Una vez amplificado PDK4 se cuantifico su expresion. La expresion de PDK4 fue mayor
en la linea celular de BT20 con respecto a las demas incluyendo la no tumoral. Las
lineas celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-261 presentaron menor expresion en
comparacion con la linea celular MCF10A (figura 19). Los resultados no fueron

estadisticamente significativos.
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P=0.0463

Expresion PDK4/Actina

Figura 20. Amplificacion del fragmento de mRNA de PDK4.

El analisis /n silico mostro que PDK4 puede estar sujeto a regulacion negativa por miR-
7-3p por lo que a partir de su expresion se buscoé determinar una relacion inversa. Sin
embargo, la expresion de PDK4 y miR-7 muestran el mismo patrén en su expresion:
sobreexpresiéon en la linea BT20 y subexpresion en las lineas MDA-MB-231 y 468
(figura 16A y 20).

Para descartar error experimental respecto a la regulacion de PDK4 por miR-7 en
cancer de mama se evalu6 la expresion de un microRNA que previamente haya sido
validado como regulador negativo de PDK4 en cancer de mama. Se midi6é por qPCR la
expresion de miR-211-5p, el cual estd subexpresado en cancer de mama y cuya
interaccion con PDK4 se ha validado su interaccion en melanoma y cancer de mama
(Guda, M. R. et. al. 2018; Mazar, J. et. al. 2016). La expresion de miR-211-5p en las
lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468 presento mayor y menor expresion
respectivamente respecto a MCF10A. Se encontré una relacion inversa entre la
expresion de PDK4 y miR-211, subexpresado en MDA-MB-231 y sobreexpresado en
MDA-MB-231 en comparacién con el control no tumoral, MCF10A (figuras 20 y 21).
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Figura 21. Expresion de miR-211-5p en las lineas celulares MCF10, MDA-MB-231 y
MDA-MB-468.
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Discusion

A partir de los resultados del andlisis bioinformatico orientado a identificar microRNAs
desregulados en cancer de mama y sus genes blancos, se propuso evaluar la expresion
de miR-7 y tres posibles genes blanco; ACADL, CSRNP3 y PDK4. Esto con el objetivo
de identificar una relacion inversa en su expresion que sugiriera una posible interaccion.
Esto con el fin de proponer a miR-7 como un potencial regulador del metabolismo de
cancer de mama. El analisis /n silico mostré dicha correlacion, en la que miR-7 esta
sobreexpresado en cancer respecto al grupo control (figura 14). Los posibles genes
blanco ACADL, CSRNP3 y PDK4 se observaron subexpresados en cancer en
comparacion con los datos de tejidos sanos (figura 15). Sin embargo, al evaluar su
expresion de manera experimental usando diferentes lineas celulares, no se encontr6

una relacion inversa entre la expresion de miR-7 y sus genes blancos.

En el caso particular de ACADL, no se detect6é su expresion en las lineas celulares de
cancer de mama ni en la no tumoral. Motivo por el que se descartdé que este resultado
fuera consecuencia de las condiciones experimentales ya que, bajo estas mismas, la
linea celular HEK293 de rifidén si present6 expresiéon de ACADL. Estos resultados
concuerdan con datos del Auman protein atlas, en el cual reportan baja expresion de
mRNA y proteina de ACADL tanto en tejido sano y cancer de mama. Especificamente
en adipocitos no se ha detectado ACADL y en células glandulares y epiteliales se
detecta muy baja expresion (Uhlén, M. et. al. 2015). Ademas, se detect6é una firma de
expresion compuesta por 19 genes cuyas proteinas son componentes claves en la via
de la B-oxidacion. La firma es caracteristica porque estos genes, entre ellos ACADL,
estan subexpresados en cancer y, por consiguiente, la actividad de la via esta
disminuida (Aiderus, A. et. al. 2018). La baja expresion de ACADL se puede deber a
que ACADL se encuentra hiper metilado en tejido basal y sus niveles de metilacion
aumentan aun mas en cancer, lo que en consecuencia genera el silenciamiento del gen

(Li, Z. et. al., 2015).

Respecto a la expresion de PDK4, no se observé una correlacién inversa con la

expresion demiR-7-3p, sin embargo, los resultados mostraron una correlacion positiva
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tanto de PDK4 como miR-7-3p en cada una de las cuatro lineas celulares (figura 16 y
20). Esta relacion positiva sugiere la posibilidad de una regulacion indirecta, la cual se
puede explicar mediante la vias de sefalizacion MAPK/ERK y PI3K/AKT. Ambas vias
comienzan con la activacion de receptores en comun como lo es EGFR, que conlleva a
una cascada de cinasas que terminan en la activacién o represién de factores de
transcripcion relacionados con multiples procesos celulares, entre ellos el metabolismo.
Uno de estos factores de transcripcion es FOXO1 para PDK4, el cual es regulado

negativamente por las dos vias.

En la via ERK/MAPK, dicha regulacion es dependiente de ERK y el heterodimero
EGFR/ErRbB2 (Grassian, A. R. et. al. 2011). La via PI3K/AKT regula a FOXO1 mediante
su represion por AKT (Hay, N. 201 1). Se han identificado y validado experimentalmente
varios blancos de miR-7 en las dos vias. En la via de MAPK/ERK, regula a RAF-1y EGFR
(Kefas, B. et. al., 2008; Liu, Z. et. al. 2014). De esta manera, una alta expresiéon de
miR-7 podria disminuir la actividad de la via mediante la regulacién de eso dos blancos,
y, en consecuencia, no se lleva a cabo la represion de FOXO1 por lo que PDK4 es
transcrito. Por el contrario, si los niveles de miR-7 disminuyen, entonces sus blancos
no se alteran y, por consiguiente, disminuye la trascripcion de PDK4. Adicionalmente,
miR7 tiene como blanco a MAP3KO9, la cual participa en la via MAPK/ERK, por lo que
representa otro posible punto de regulaciéon de PDK4 por miR-7 (Xia, J. et. al. 2018).

En la via PI3K/AKT, miR-7 también tiene varios blancos, como IGF 1R, IRS-1 y PI3K por
lo que un aumento en la expresiéon de mir-7 ocasiona una disminucion en la actividad
de la via y en la transcripcion de PDK4, al no ser retenido FOXO1 por AKT (Cao, Y. L.
et. al. 2018; L. Jiang, L. et. al. 2010; Liu, Z. et. al. 2014). Y la disminucién de miR-7
provocaria la disminucion de PDK4. Lo anterior, sugiere una posible regulacion
indirecta de PDK4 por miR-7, a pesar de que esté ultimo no tenga como blanco directo
a PDK4 (Figura 22).
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Figura 22. Regulacion indirecta de miR-7 sobre PDK4 a través de su interaccion con
multiples blancos de las vias de senalizacion ERK/MAPK y PISK/AKT.

Se han identificado otras regulaciones indirectas similares a la posible regulacion
indirecta de miR-7 sobre PDK4. Tal es el caso de STAT3 en cancer de mama. MiR-7
tiene como blanco a SETDB1, el cual a su vez induce la expresiéon de STAT3 (Zhang, H.
et. al. 2014). De esta manera al aumentar la expresion de miR-7, disminuye la expresiéon
de STAT3, regulando invasion celular y metastasis.

La regulaciéon indirecta de un microRNA puede afectar, incluso al mismo microRNA,
formando circuitos de retroalimentacion positiva o negativa, como es el caso de EGFR
y miR-7. EGFR, promueve la activaciéon de la via de PI3K que conlleva a la activacion
del factor de transcripcion, c-myc, el cual promueve la expresion de miR-7, el cual a su

vez tiene como blanco de regulaciéon a EGFR (Chou, Y. T. et. al. 2010).

Debido a que la interaccion de un microRNA con su mRNA puede afectar no solamente
la expresion del mRNA blanco sino toda una via de sefalizacion, es necesario realizar
analisis integrativos que consideren las vias de senalizacién en las que participan los

posibles blancos como un factor primordial y que asi se identifiquen correlaciones entre
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la expresion de un microRNA, la de los genes blanco de la via y la de proteinas que se
encuentren después del blanco en una cadena de sefializacion. Un ejemplo de este tipo
de andlisis es el realizado por (Elhefnawi, M. et. al. 2013), el cual a través del uso de
varias herramientas bioinformaticas identifican un “interactoma” que consiste en 26
microRNAs como oncomirs y miRNAs supresores de tumores en hepatocarcinoma cuya

desregulacion altera vias de sefalizacion como WNT, MAPK, TG y ciclo celular.

CSRNP3 no mostré cambios en su expresién en lineas celulares tumorales respecto al
control, sin embargo, se ha identificado CSRNP3 es un factor de transcripcion, pero no
se conoce su papel bioloégico o los genes que regula. Una alternativa es que dado que
polimorfismos en su secuencia son un factor de susceptibilidad de desarrollo de
sindrome metabdlico y dado que miR-7 también esta asociado a enfermedades
metabodlicas mediante la regulacion negativa de la produccion de células  a través de
mTOR, la regulacion de CSRNP3 por miR-7 podria llevarse a cabo en otros tejidos y
estar desregulada en enfermedades metabélicas (Latreille, M. et. al. 2014; Yamada, Y.
et al,, 2017).

Por otra parte, si miR-7 no esta regulando a ACADL, CSRNP3 y PDK4 en cancer de
mama, otros microRNAs lo pueden llevar a cabo, de esta manera se podria explicar
porque se encontré una baja expresion de los tres mRNAs. Se han identificado y
validado funcionalmente distintos microRNAs para cada uno, por ejemplo, para ACADL;
miR-124-3p y miR-204-5p, CSRNP3; miR-190a-3p y miR-5011-5p y PDK4 es regulado
por miR-9-5p, miR-122-5p y miR-211-5p (Chou, C. H. et al., 2018; Guda et. al., 2018).

Otra posibilidad de explicar los resultados obtenidos es que si bien, las herramientas
bioinformaticas ayudan a identificar y predecir la desregulacion de microRNAs en
estado patologico y su interaccién con genes blanco, estos tienen un grado de error,
en parte debido a que mas del 90% de genes tiene sitios conservados para microRNAs
la posibilidad estadistica de detectar falsos positivos es alta (Pinzén, N. et. al. 2017a).
Por otra parte, debido a que las herramientas bioinformaticas para analisis de
microRNAs difieren en los factores que determinan la regulacion de un mRNA por un

microRNA como sitio y tipo de interaccion, algunas herramientas, al considerar solo la
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region 3" UTR como T7argetScan, son mas restrictivos y, por ende, detectan mas falsos
negativos al contrario de herramientas mas permisivas como miRanda, que incluyen el
analisis de la region 5° UTR y ORF, detectan mas falsos positivos (Riffo-Campos, A. L.

et. al. 2016).

Debido al grado de error existente en los analisis bioinformaticos, lo ideal es utilizar
mas de una de estas herramientas que integren diferentes factores en sus algoritmos
ya que no se conocen en su totalidad los mecanismos de interaccion y degradacion de
todos los mRNAs por regulacion de microRNAs ni el contexto celular de cada
interaccion. Por ejemplo, la existencia de una interaccion microRNA-mRNA no garantiza
la regulacion del mRNA blanco en un determinado proceso bioloégico, ya que la
regulacion puede ser especifica de un tejido al no expresarse un determinado gen o un
mecanismo diferente a microRNAs que regule la expresiéon del microRNA o su gen

blanco (Zhu, W. Y. et. al. 2011).

Otro factor dependiente del contexto celular es que la regulaciéon de genes por
microRNAs es dependiente de la concentracion de microRNAs y mRNAs blanco. Se ha
observado que la expresién basal de un microRNA puede ser o no suficiente para
regular un gen. Por ejemplo, let-7 tiene como genes blanco a Dicer y C-myc, sin
embargo, una concentracioén baja de let-7 disminuye significativamente la expresién de
Dicer, pero se requiere de una concentracion mayor del microRNA para regular
significativamente la expresion de C-myc (Shu, J. et. al. 2012). De esta manera la
concentracion de moléculas disponibles resulta ser un factor selectivo en su regulacion
por microRNAs, en donde si el numero de mRNAs excede el de los microRNAs, la
represion sera a un menor numero de moléculas del blanco y, por el contrario, si son
pocas las moléculas del mRNA blanco la expresiéon basal del microRNA puede atenuar

su expresion (Pinzoén, N. et. al. 2017a).

El efecto de la concentracion de mRNAs en la regulacién por microRNAs también afecta
la competencia por ceRNAs. Los microRNAs y sus respectivos blancos con mayor tasa
en su expresion son mas susceptibles a regulacién por ceRNAs y, aquellos con menor

expresion son mas susceptibles a ser secuestrados por ceRNAs. (Bosson, A. D. et. al.
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2014). Particularmente, se ha identificado en cancer a ciRS-7 (CDR1as) como ceRNA
de miR-7 (Hansen, T. B. et. al. 2013). De esta manera se puede explicar por qué no
hubo correlacién en los resultados obtenidos: la expresion de CSSRNP3 y PDK4 puede
ser mayor de la que la expresién de miR-7 puede regular y, a la vez, la baja expresion
puede hacer a miR-7 susceptible de regulacién por ceRNAs. Esto no excluye la
posibilidad de que el miRNA tenga interaccion con el mRNA, sino que la cantidad no

es suficiente para abatir la expresion del blanco.

Debido a los factores anteriores que no contemplan los analisis bioinformaticos y
estimaciones que indican una probabilidad del 50% de generar falsos positivos y
negativos en sitios altamente conservados, continlua siendo necesaria la validacion
funcional de predicciones de los fenébmenos biolégicos. Sin embargo, solamente el 25 %
de las predicciones en la desregulacion e interaccion de microRNAs llegan a ser
validadas funcionalmente y los datos de falsos negativos y positivos no suelen
publicarse (Pinzén, N. et. al. 2017b). Esto genera un sesgo estadistico en la informacion,
el cual favorece resultados positivos y estadisticamente significativos sobre resultados
negativos que conduce al incremento en la diferencia entre lo que se espera o concluye
de un fenébmeno y los valores aproximados a lo que realmente es. Este fenomeno es
conocido como publicaton bias. Existen métodos denominados metaanalisis para
contemplarlo en sus estadisticos con el objetivo de obtener conclusiones mas certeras
(Song, F. et. al. 2013). Un ejemplo de su aplicacion son las redes de interaccion de
microRNAs, donde existen casos contradictorios en la literatura sobre el papel de un
determinado y con el empleo metaanalisis reducen el efecto de publication bias. Por lo
tanto, a pesar de que estudios de predicciones de interacciones de microRNAs poseen
un margen de error, hay que considerar que no se conoce la influencia del publicaton
bias sobre estos, lo que favoreceria los resultados positivos, de ahi la importancia de

publicar este tipo de resultados.

A pesar de no haberse detectado una regulacién de miR-7 sobre ACADL, CSRNP3 y
PDK4 es necesario continuar su estudio de manera independiente, asi como otros
microRNAs y las redes de interacciones que conforman con sus blancos y otros ncRNAs

que puedan ser determinantes para el metabolismo y su desregulacion en cancer.

62



Ademas, Se requiere que al determinar una de las posibles redes de interaccién se
valide funcionalmente con estrategias experimentales mas estrictas como ensayos de

luciferasa, western blot e inmunoprecipitaciones.
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Conclusiones

e La expresion de miR-7 no presenté una relacion inversa con la expresion de

ACADL, CSRNP3 y PDK4 en lineas celulares de cancer de mama.

e ACADL, CSRNP3 y PDK4 son independientes de la regulacion miR-7.

Perspectivas

e Estudiar a CSRNP3 como posible factor de transcripcién y que genes regula.

e Evaluar la posible regulacién indirecta de PDK4 por miR-7 en la via PI3K/AKT y
ERK/Merk

e Evaluar la expresion de otros posibles genes blancos de miR-7 a partir del ana-

lisis bioinformatico.
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