UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

ANALISIS DE LA REGULACION DE MIR-342-3P POR NEAT1 EN CANCER DE MAMA

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. SANCHEZ MARIN DAVID

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. ALMA DELIA CAMPOS PARRA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA

COMITE TUTOR: DRA. VILMA ARACELI MALDONADO LAGUNAS
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA
DR. CARLOS GUADALUPE PEREZ PLASENCIA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA, UNAM

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2022.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






POSGCRADO

CIENCECIAS

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD FACULTAD DE MEDICINA
OFICIO CPCB/578/2022

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 2 de mayo de 2022 se aprobd el siguiente jurado para el examen de grado
de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de conocimiento de Biomedicina del
estudiante SANCHEZ MARIN DAVID con nimero de cuenta 312566090 con la tesis titulada “ANALISIS
DE LA REGULACION DE miR-342-3p por NEAT1 EN CANCER DE MAMA?”, realizada bajo la direccion
de la DRA. ALMA DELIA CAMPOS PARRA, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. ELOY ANDRES PEREZ YEPEZ

Vocal: DRA. KARLA ITZEL VAZQUEZ SANTILLAN
Vocal: DR. FELIPE VACA PANIAGUA
Vocal: DR. GUILLERMO AQUINO JARQUIN

Secretario: DRA. VILMA ARACELI MALDONADO LAGUNAS

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 17 de junio de 2022

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRD SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos institucionales

Al Posgrado en Ciencias Biologicas, de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Al apoyo recibido por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), mediante

la beca de maestria otorgada (NUmero de apoyo: 761334).

A mi tutora, la Dra. Alma Campos Parra, y a los miembros del comité tutor, la Dra.

Vilma Maldonado Lagunas y el Dr. Carlos Pérez Plasencia.



Agradecimientos a titulo personal

A mis padres, David y Alina, y a mi hermana, por haberme forjado como la persona que soy;
mis logros se los debo a ustedes, entre ellos, la presentacion de este trabajo. Sin su apoyo
incondicional en todos los ambitos no hubiera podido alcanzar esta meta. Les estoy muy
agradecido pues siempre estan conmigo y me impulsan a perseguir lo que quiero.

A Sareni, por siempre escucharme y apoyarme. Por siempre estar para mi.

A la Dra. Alma, por ser mi tutora durante mis estudios, ayudarme a formar una carrera en la
ciencia siempre incentivando mi dedicacion a esta, asi como brindarme de herramientas,
ensenanzas y excelentes consejos que me han motivado a lograr mis metas profesionales. En
especial, por permitirme colaborar con ella y Sam en el “Team Campos”, me siento muy
orgulloso de trabajar con personas tan talentosas.

Al Dr. Carlos, por permitirme formar parte del grupo de investigacion e incentivar la
investigacion cientifica.

A la Dra. Vilma, por sus aportaciones y estar siempre dispuesta a apoyarme.

A Sam, por ser el mejor sensei, por las buenas discusiones que hemos sostenido sobre
biologia molecular, y platicas en general en el lab, taller, tacos, etc. asi como por ser
un excelente amigo. Espero poder seguir colaborando contigo en muchos proyectos mas
y aprender de ti.

Al Dr. Jossimar, por sus ensenanzas, su coaching en ingenieria genética y buenos
consejos, por permitirme colaborar con y aprender de él, por las buenas platicas, y su
buena vibra y amistad.

Al Dr. Tono, por sus ensefanzas y tiempo brindado para mis dudas.
Al Dr. Eloy y Dr. Oliver, por sus consejos y aportaciones a mi formacion de maestria.

Al equipo de Gendmica, por ser un excelente grupo de investigacion, por el buen
ambiente que motiva a trabajar, y con quienes siempre puedo colaborar como
profesionistas y contar como amigos; Lalo, Luis, Héctor, Carlos, Iza, Bere, Frida, Lili y
Pablo.



Dedicatoria

A mis padres, David y Alina, mi hermana y mis abuelos, quienes me han dado todo su apoyo
y amor.



indice de figuras

indice de tablas

RESUMIEN ettt e i i ettt et ettt e e e e eeeeeeaeeasesesesennnnnnnnnnnes 1
Y 013 W Ut 2
3T o Te [0 (et (o] o HPU PP 3
(OF: 13 Lol <] PP 3
(OF: 1y Tel<T gl [ 1 1 1= o - R P PP PP 4
Clasificacion histologica y MoleCULlar......c.ueiiiiiiiiiiii i eeeeeeaees 5
Estrategias terapOULICAS. ...uiiet ettt it e et ei e eeeeeeaeeeaaneeeannaans 6
RNAs no codificantes (NCRNAS) ..uuuuuiiiiiiii ittt e e et et eeeeeeeeeeeeeeenannnnnns 7
MICTORNAS . .« e ettt ettt ettt teeeeeeeseseeeeeannnnnnnnnneeeaeesssssssseannns 7
T T a T3 F 2R 111 ot e o 8
Papel bioldgico y perfiles de expresion de microRNAS.........ccevvivviiieeeninnennnnn. 10
RNAs 1argos N0 CoOdifiCantes. . ..uuuuiiiiiiiiiii ittt eeeeeeeeennnnnnnns 11
ESErUCtUra y fUNCION ..vinitiiie i et e e eeeeeeenaeeennaeeanens 12
Interacciones INCRNA-MICrORNA. ...ttt e et eeeeeeenanees 14
Crosstalk de NCRNAS €N CANCEN .. .uiuuiiitiiit et eet et eeiteereeeeneeaneeeneeenaeannens 16
Mineria de datos y prediccion de interactomas.......coeveveiiiiiiiiiiiiieeiiieeennnnnn. 18
Y=ol a =] | = 21
T T0 T T3 L3 24
(8]0 ) 1= 4 1Y/ 13 25
Y] o T[] oY - W 26

MUESEras de PACIENEES ....ue ettt ettt ettt ieteeeeeeeseseeesensnnnnnnnnnns 26



(OLT] R 1Yo Tt = 11 | = 26

Analisis de PCR en tiempo real (RT-gPCR)...cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eiiiieeenas 26
Transfecciones y SilenNCiamiento ....ovuuuiiiiiiiiiiiii ittt i eeeeeeeeeeeeeaaans 27
Construcciones de los sitios de interaccion NEAT1-miR-342-3p ...cvvviiniveennnnnnn.. 28
Ensayo de formacion de Colonias ........cceeviieieiiiiiiiieiiieieieeeieeeenneeeanens 30
Prediccion de la interaccion de NEATT Y RNAS....ccuviiiiiiiiiiiiiiie i eeeeeenss 30
Prediccion de blancos de MiR-342-3p ...uviiiiiiiiiiiiii e 30
Red IncCRNA-microRNAs en cancer de Mama ......eeueeeereerneeneennenneeneeenenneennens 31
N ETNS - Ta ) ol - PP PP 31
RESULLAAOS ..t ettt et 32
Potenciales esponjas de MiR-342-3p ...uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeaaaannns 32
Expresion de NEAT1 y miR-342-3p cancer de Mama ...cc.veveieeiiinneenineeeenneeennnss 34

La expresion de miR-342-3p fue mayor en las muestras de subtipo triple negativo 36

NEAT1 promueve la formacion de colonias y el crecimiento celular en cancer de

10 E= 02T 38
Genes blancos de miR-342-3p en cancer de Mama.......cccveviireeninneennneeeenneennns 40
Efecto del silenciamiento de NEAT1 sobre la disponibilidad de miR-342-3p ......... 43
InteracCion NEATT Y MiR-342-3D ..uuiiiiitiiiiie i ieieeeieeeeieeeeaeeeaanaeeannaenn 45
NEAT1, potencial IncCRNA blanco de miR-342-3p ..cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnannns 46
NEAT1 establece una red de regulacion con ncRNAs-RNAs en cancer de mama..... 47
DISCUSION vttt et ee ettt ettt et et ettt eeneeeeaaeaneeneeaneaneeneanenneennenneeneennes 51
00 3 ol [F1Sy o] 1= 56
ST 5 0 1= ol 1 177 3 PP 57

Referencias bibliografiCas ..veeeeeeeeieiiiii it i e e eeieeeeneeeeanaeenn 58



Indice de figuras

Figura 1. Hallmarks del CANCEr. .....viineiiiii i et er et e eeeeenans 3
Figura 2. NUmero de casos por tipo de cancer estimado para México en 2020........... 4
Figura 3. Subtipos histologicos y moleculares de cancer de mama.. ........ccecevvennnn.. 6
Figura 4. Biogénesis de MIiCrORNAS. ... ....uiiiittiiiie e eeieeeeieeeeieeeeaeeeeanaeeanens 9
Figura 5. Los microRNAs modulan multiples genes, a su vez, diversos genes son
regulados por multiples MICrORNAS. ......uiiiiiiiiii i e eeeeeeeeeeaaaens 10
Figura 6. Clasificacion de RNAs largos no codificantes acorde a su localizacion
31012} [or- VR 11
Figura 7. Funciones de RNAs largos no codificantes.. ....coovveiiiiiiiiiieiiiiinnnnnnnnnn.. 12
Figura 8. Interacciones y mecanismos de regulacion microRNA-IncRNA................. 14

Figura 9. Mecanismos de regulacion en los ejes IncRNA-microRNA-mRNA en cancer.. 17
Figura 10. Plasmido pMIR-REPORT utilizado para las construcciones del sitio de

interaccion NEATT ¥ MiR-342-3D. wiiiiriiiiiiiiii it e et eeieeeeeeeeaeeeenneeeanens 28
Figura 11. Electroforesis de PCR en punto final.......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnan, 29
Figura 12. Validacion por secuenciacion tipo Sanger de la construccion del sitio 1
NEAT1-miR-342-3p en el plasmido p-MIR-REPOIt......cccveeiiiiiiiiieeiieeeeieeeannnnn. 29
Figura 13. Correlacion de la expresion de NEAT1 y miR-342-3p en muestras de
pacientes de cancer de mama del TCGA. ...oiiiiiiiiiiiiiiii e eeeeeeaenaens 33
Figura 14. Expresion relativa de miR-342-3p y NEAT1 en muestras de pacientes de

oF: 1y Tel =T gl [N 1 1 -1 - PP PP 36
Figura 15. Expresion relativa de miR-342-3p y las isoformas de NEAT1 MENépsilon y
MENbeta en lineas celulares de cancer de mama. ......oovveiiiiiiiiiiiiiieiiineenneennn. 38
Figura 16. El silenciamiento de NEAT1 disminuye el crecimiento celular en las células
1D 1 5T P 39
Figura 17. Correlacion de la expresion de miR-342-3p y sus blancos: CYP51A1, DTBP1,
KDM6B, TMASF1, WDRT77, Yy ZNFA62. ....nnnneiiiiiiiitiiiiiieeeeaiieeeeeeanneeesaannns 41
Figura 18. Interactoma del eje NEAT1-miR-342-3p y sus blancos en cancer de mama:
KDM6B, CYP51A1, TM4SF1, ZNF462, DTNBP1 y WDR77. «.uunriiiiiiiiiieeieeiiieeeenannns 42
Figura 19. Efecto del silenciamiento de NEAT1 sobre tres microRNAs................... 44
Figura 20. Ensayo de lUCIiferasa. ... eeeeeeiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeenennnnnnns 45
Figura 21. Efecto de la sobrexpresion de miR-342-3p reduce 30 % la expresion de
] 46
Figura 22. Interacciones significativas de NEAT1 por tipo de cancer. ................... 47

Figura 23. Interacciones significativas de NEAT1 con ceRNAs en cancer de mama..... 48



Figura 24. Red de NEAT1 como esponja de microRNAs en cancer de mama............ 49
Figura 25. Correlacion de la expresion de microRNAs asociados a respuesta a
tratamiento y NEAT1 con datos de TCGA y StarBase ......ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinennnnnnns 50



indice de tablas

Tabla 1. Secuencias de primers utilizadas en el estudio. ......c.ccovviiiiiiiiiiiiininnnnnnn 27
Tabla 2. Valor de la correlacion significativa entre la expresion de cinco IncRNAs y

AL ] o T N 32
Tabla 3. Posibles sitios de interaccion NEAT1-miR-342-3p. ..ccvvviiiiiiiiinieininennnnnn. 34

Tabla 4. Datos clinicos de muestras de pacientes de cancer de mama.................. 35



Resumen

En cancer de mama (CM), los ejes IncRNA-miRNA-mRNA regulan diversos eventos
biologicos a través de la funcion de los IncRNAs como esponjas de microRNAs
contribuyendo asi al desarrollo del fenotipo tumoral. En cancer de mama triple negativo,
la subexpresion de miR-342-3p y la sobreexpresion del IncRNA NEAT1 se ha asociado
con una pobre sobrevida de los pacientes, lo que sugiere una posible regulacion entre
ambos. En el presente trabajo, mediante un analisis en la base de datos ENCORI,
encontramos nueve posibles sitios de interaccion entre NEAT1-miR-342-3p, lo que
sugirio una posible funcion de NEAT1 como una potencial esponja de miR-342-3p en CM.
Para ello, primero se evalué mediante qRT-PCR la expresion de NEAT1 y miR-342-3p en
lineas celulares y en muestras de pacientes de CM. Los resultados mostraron una mayor
expresion de NEAT1 y una menor expresion de miR-342-3p, sugiriendo una posible
regulacion entre ambos RNAs no codificantes (ARNnc). Para demostrarlo, se inhibio la
expresion de NEAT1 mediante un RNA antisentido en la linea celular MDA-MB-231. Los
resultados mostraron una disminucion de la expresion del NEAT1 del 70% y una
tendencia de aumento en la expresion de miR-342-3p, y los resultados de ensayos de
gen reportero descartd una regulacion de NEAT1 como esponja de miR-342-3p. Sin
embargo, la sobreexpresion de miR-342-3p disminuye la expresion de NEAT1, sugiriendo
una regulacion directa de miR-342-3p sobre NEAT1 como blanco o bien, indirectamente
a través de otros blancos. Asimismo, para establecer el eje de IncRNA-miRNA-mRNA, se
identificaron blancos de miR-342, entre los que destacan los oncogenes DTNBP1,
TM4SF1, ZNF462, WDR77, CYP51A1 y KDM6B, con funciones en transcripcion, migracion,
proliferacion, metabolismo del colesterol y splicing. Finalmente, a través de
predicciones in silico se identifico a NEAT1 como un potencial IncRNA regulador de
microRNAs asociados a respuesta a tratamiento; miR-141-3p, miR-200c-3p, miR-200b-
3p, miR-301a-3p y miR-361.3p.



Abstract

In breast cancer (BC), IncRNA-miRNA-mRNA axes regulate diverse biological events
through the function of IncRNAs as microRNA sponges, thus contributing to the
development of the tumor phenotype. In BC, subexpression of miR-342-3p and NEAT1
overexpression have been associated with poor patient survival, suggesting an
interaction between them. In the present work, through an analysis in the ENCORI
database, we found nine sites of interaction between NEAT1-miR-342-3p, so we
analyzed NEAT1 as a potential miR-342-3p sponge in BC. We first evaluated by qRT-PCR
the expression of NEAT1 and miR-342-3p in BC cell lines and patient samples. Results
showed a higher expression of NEAT1 and a lower expression of miR-342-3p, suggesting
a regulation between both non-coding RNAs (ncRNAs). To demonstrate this, NEAT1
expression was inhibited by an antisense RNA in MDA-MB-231. The results showed a 70%
decrease in NEAT1 expression and a trend of increased miR-342-3p expression, and a
reporter gene assay ruled out a sponge-like regulation of NEAT1 by miR-342-3p.
However, overexpression of miR-342-3p decreases NEAT1 expression, suggesting a
direct regulation of miR-342-3p on NEAT1 as a target or indirectly through other targets.
To establish a IncRNA-miRNA-mRNA axis, bioinformatic analyses were performed to
propose potential miR-342 targets such as DTNBP1, TM4SF1, ZNF462, WDR77, CYP51A1
and KDMé6B oncogenes, implicated in cellular transcription, migration, proliferation,
cholesterol metabolism and splicing. Finally, through in silico predictions, NEAT1 was
identified as a potential IncRNA regulator of microRNAs associated with response to
treatment; miR-141-3p, miR-200c-3p, miR-200b-3p, miR-301a-3p y miR-361-3p



Introduccion

Cancer

El cancer constituye un conjunto de enfermedades que se caracterizan por proliferar
sin control y capacidad de invadir otros tejidos, formando masas de tejido llamadas
tumores. Dichas masas tumorales adquieren alteraciones genéticas y epigenéticas que
favorecen la perdida y ganancia de funciones, la desdiferenciacion y la aparicion de
caracteristicas distintivas denominadas “Hallmarks del cancer” (Figura 1) [1]. Como
resultado se desregulan vias de sefalizacion y procesos biologicos que conducen al

desarrollo del fenotipo tumoral y el padecimiento crénico degenerativo en el paciente

12].
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Tomado de Hanahan, D. et al. (2011) [1].

Actualmente, el cancer es considerado por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
como la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares [3].

Para el 2020 se estimaron 19.3 millones de casos nuevos y 10 millones de muertes en



ambos sexos, independientemente de la region, sus factores socioecondmicos y su
indice de desarrollo humano, por lo cual es un problema mayor de salud piblica mundial.
Los cinco tipos de cancer con mayor prevalencia son; mama, préstata, pulmon,

colorrectal y cervicouterino [3].

Cancer de mama
El cancer de mama es la neoplasia con mayor incidencia en mujeres, en México y el
mundo. En 2020 A nivel mundial, se estimaron 2,261,219 nuevos casos y 664,896

muertes por cancer de mama, mientras que, en México, se reportaron 29,929 casos y
7931 fallecimientos [3] (Figura 2).

El 10 % de los casos es hereditario por mutaciones en los genes que participan en la
reparacion del dano a DNA como BRCA1, BRCA2, PTEN, CHEK2, ATM y PALB2. El resto
de los casos se considera esporadico y se asocia al estilo de vida del paciente, obesidad,

menopausia tardia, alcoholismo, entre otros [4].

Number of new cases in 2020, females, all ages

Breast

29929 (28.2%)
Other cancers
44 980 (42.4%)
Cervix uteri
9439 (8.9%)
Thyroid
9142 (8.6%)
Corpus uteri Colorectum
5 508 (5.2%) 6 965 (6.6%)

Total: 105 963

Figura 2. Numero de casos por tipo de cancer estimado para México en 2020.
Tomado de Hyuna, S. et al. (2021) [3].



Clasificaciéon histolégica y molecular

El cancer es una enfermedad altamente heterogénea involucrando factores intrinsecos
como mutaciones en el ADN, marcas epigenéticas y cambios protedmicos, asi como
factores extrinsecos como el microambiente tumoral [4]. En el caso de cancer de mama,
la combinatoria de la evaluacion histopatologica, la sobreexpresion de receptores de
hormonas y perfiles de expresion gendémicos y transcriptomicos ha permitido su
clasificacion en subtipos histoldgicos y moleculares que ayudan a definir la etapa (0-1V)

y tratamiento del paciente [5].

De acuerdo con el tejido se puede desarrollar principalmente en el epitelio de los
conductos galactoforos (carcinoma ductal) y lobulillos de las mamas (carcinoma lobular).
A la vez puede ser in situ (tejido mamario o ganglios axilares) o invasivo (metastasis a
tejidos distantes). El carcinoma ductal es el mas prevalente en la poblacion con 55 %,

seguido del carcinoma lobular con 5-15 % de los casos [6] (Figura 3).

Respecto a los subtipos moleculares, se han definido cinco con base en la firma PAM50
de 58 genes. Estos son: Luminal A (ER-, PR-, HER2-), Luminal B (ER+), Luminal B (ER-),
HER2 enriquecido (ER+, PR+, HER2+), y triple negativo (ER-, PR-, HER2-) [7] (Figura 3).
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Figura 3. Subtipos histolégicos y moleculares de cancer de mama. Tomado de
Harbeck, N. et al. (2019) [4].

Los subtipos luminales presentan mayor respuesta a la terapia y mejor pronostico. Por
el contrario, los subtipos triple negativo presentan la peor sobrevida en los pacientes,

son mas agresivos y correlacionan con un subtipo histologico mas invasivo [8].

Estrategias terapéuticas

Los tumores que expresan los receptores de estrogeno (Er) y progesterona (PR) son
tratados con inhibidores de los receptores como tamoxifeno o con inhibidores de
aromatasas como letrozol; ambos impiden la conversion de androgeno a estrégeno. En
subtipos HER2 enriquecido se administra trastuzumab, un anticuerpo monoclonal contra

el receptor HER2. La terapia para el triple negativo es quimioterapia, la cual consiste



en agentes alquilantes como docetaxel y paclitaxel. En pacientes con mutaciones en
los genes BRCA1 y BRCA2 se utilizan inhibidores de PARPS como olaparib y talazoparib
[9]. Sin embargo, eventualmente los pacientes adquieren o presentan resistencia a
estos tratamientos antes mencionados por mecanismos asociados a mutaciones en los
receptores ESR1 y HER2, isoformas de CYP2D6, activacion de la via PI3K/AKT y
glicoproteinas que actlan como bombas de fusién [10]. A lo anterior se le suma la falta
de terapias blanco para el subtipo triple negativo y los efectos secundarios de la
quimioterapia, por lo que la identificacion de nuevos blancos terapéuticos y la
investigacion biomédica continla siendo un gran reto. En recientes anos se ha explorado
como alternativas terapéuticas a las ciclinas CDK4/6, inhibidores tirosin cinasa (TKIs),

inmunoterapia y RNAs no codificantes [11-14].

RNAs no codificantes (ncRNAs)

Con la secuenciacion del genoma humano se descubrio que solo el 2% del genoma se
transcribe para RNAs que codifican para proteinas, mientras que el restante se
consider6 como materia oscura o DNA basura. Posteriormente, al desarrollarse las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, se encontré que el 75 % del DNA
restante se transcribe en RNAs con funciones regulatorias [15]. La mayor parte esta
representada por RNA constitutivo; rRNAs y tRNAs, involucrados en la traduccion. Y en
menor abundancia, los pequeinos RNAs (snoRNAs, snRNAs, piRNAs y microRNAs) y RNAs
largos no codificantes (IncRNAs), con funciones en la modulacion de la expresion génica,

estabilidad y procesamiento de mRNA y traduccion [16].

microRNAs

Son pequeias moléculas de 22-23 nucleotidos cuya funcion es principalmente la
regulacion post transcripcional de genes blanco, que incluye a RNAs largos no
codificantes, RNAs mensajeros y pseudogenes a través del proceso de silenciamiento de
RNA (RNAi). Se diferencian de otros RNAs pequenos por tener una estructura

caracteristica de asa horquilla, un procesamiento dependiente de dos ribonucleasas y
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su asociacion a la familia de proteinas argonautas para formar un complejo ribo proteico
(lamado RISC [17].

Biogénesis y funcidén

Los miRNAs se encuentran codificados en regiones intergénicas e intragénicas, a su vez
pueden ubicarse en exones o intrones. Aproximadamente 50 % de los miRNAs se ubica
en clUsteres gendomicos o unidades de transcripcion policistronica que utilizan un
promotor en comun. Son transcritos, en su mayoria, por la polimerasa Il, pero también

por la polimerasa Il [18].

Su biogénesis consiste en una secuencia de cambios en la estructura del microRNA en
dos regiones celulares; nucleo y citoplasma. Al ser transcrito se genera la estructura
primaria llamada primiRNA que consiste en una secuencia de varias kilobases llamada
primiRNA con estructuras de asa horquilla flanqueadas por regiones monocatenarias.
Posteriormente, DGCR8 reconoce dichas estructuras y posiciona a la endonucleasa
Drosha 11 nucledtidos de la base de la horquilla para realizar una escision que genera
una nueva estructura llamada premiRNA con un tamano aproximado de entre 60y 70
pb (Figura 4) [19].

El premiRNA es exportado al citoplasma por EXP5 y RAS, reconocido en 14 nucledtidos
del microRNA. Una vez exportado, la hidrolisis de GTP permite la liberacion del RNA
[20]. En el citoplasma, DICER interactGa con el extremo 5  fosforilado y un extremo
sobresaliente u overhang en el 3° y realiza el segundo corte para escindir el asa
horquilla, obteniendo un diplex monocatenario de RNA. Este diplex se une al complejo
efector RISC conformado por DICER, TRBPT, PACT y proteinas de la familia Argonauta
[167]. Sin embargo, para la union del RNA, el duplex es primero disociado en dos
cadenas, una de ellas llamada guia, la cual se asocia a RISC, y la pasajera que es
degradada [168]. Lo que determina el destino de cada cadena es su estabilidad
termodinamica, la menos estable en su extremo 5° es la cadena guia. No obstante,

existen casos en que ambas cadenas se unen a RISC y son funcionales. A las cadenas o



brazos del RNA duplex se les identifica como 5p y 3p dependiendo de su sentido (Figura

4) [18].

(PollD

Nucleus

AGO1-4

Z? mlRNA
~TRBP duplex
Rllla \
—DICER1
Pri-miRNA @
miRISC

XPO5 l

AAA —RanGTP
'mRNA
f o\/@AAA

Pre-miRNA
Micro-
processor ,,—DGCR8 -~ —
= ~DROSHA \\k,q/,_,
RIlb Ak,

Translational repression
and mRNA decay

Oé?AAA

Figura 4. Biogénesis de microRNAs. Tomado de Kim, V. N. et al. (2009) [18].

ELl microRNA procesado se une a RISC, el cual sirve como guia del complejo a los RNAs
blancos que regula mediante dos mecanismos; represion traduccional y degradacion. El
fundamento consiste en la complementariedad de bases que existe entre las moléculas
blanco y el microRNA. Si la complementariedad es alta, el RNA es degradado, si es
parcial, da lugar al estancamiento de los ribosomas o una disminucion en la tasa de
traduccion [21]. Sin embargo, la complementariedad total solo se ha descrito en plantas,
mientras que en metazoos la complementariedad es parcial en una region especifica,
pero variable llamada semilla. Dicha region semilla se ubica principalmente en la region
3" UTR. De manera canonica, comprende del segundo al octavo nucleétido en el

extremo 5" del microRNA. Existen variaciones en el nimero de nucleétidos que abarca



y el nucledtido inicial, pudiendo ser hexamera (1-6, 2-7, 3-8), heptametra (2-8, 1-7) y
octamera (1-8) [22].

Papel biolégico y perfiles de expresion de microRNAs

El silenciamiento génico que realizan los microRNAs es esencial para la regulacion y
homeostasis de la célula y su importancia radica en la “promiscuidad” sobre sus blancos,
ya que al menos el 60 % de mRNAs son regulados por microRNAs en la region 3 UTR, sin
considerar que existen sitios no candnicos de interaccion en el ORFy 5° UTR, asi como
blancos con funciones regulatorias tales como los IncRNAs [22-25]. Mas importante aun
es el nimero de blancos que un solo microRNA tiene; se estima que un miRNA puede
tener cientos de blancos en un mismo contexto celular, similar a un factor de
transcripcion que controla la expresion de multiples genes [26]. A la vez, un RNA esta
sujeto a la regulacion por multiples miRNAs (Figura 5). En consecuencia, existe una
compleja red de interacciones de la cual depende la regulacion de casi todos los

procesos celulares [26].

a
miRNAs miR-1 miR-2
targets a b c a b c
b
miRNAsS  miR-1 miR-2 miR-3 miR-2 miR-4 miR-5
targets a b
c miRNAs miR-1 miR-2 miR-3 miR-4 miR-5
targets [ 3 | ]
a b c

Figura 5. Los microRNAs modulan multiples genes, a su vez, diversos genes son
regulados por multiples miRNAs. Tomado de Peter, M.E. (2010). [26].

Se ha descrito que la expresion de microRNAs varia y es especifica de una etapa de
desarrollo, tejido y tipo celular [27]. De igual manera, el nUmero de copias es variable

pudiendo haber miles de copias de un miRNA respecto a otro, asi como el nimero de

10



interacciones, afectando su alcance funcional. Esto depende del contexto celular, por
ejemplo, de la regulacion de los transcritos y de su interaccion con otras moléculas
como IncRNAs [28].

RNAs largos no codificantes

Actualmente han sido anotados 127, 802 RNAs largos no codificantes humanos en la
base de datos mas completa de IncRNAs; LNCipedia. A pesar de su gran distribucion en
el genoma, solo una minima parte ha sido caracterizada funcionalmente [29]. Los
LncRNAs son RNAs de mas de 200 pares de bases (pb) y pueden llegar a medir hasta 100
kb kilobases. Son transcritos por las polimerasas Il y lll. Se distinguen por no traducirse
a proteina, pero si pueden tener modificaciones como m7G, cola de poli(A) y splicing
[30].

Se han clasificado acorde a su localizacion en el genoma respecto a la ubicacion de
genes codificantes para proteinas (GCP). Estos son; enhancers o eRNAs, intronicos, RNAs
largos intergénicos o LincRNAs, asociados a promotores y antisentido o NATs (Figura 6)
[31].

A Cc
Enhancer-Associated ncRNAs LincRNAs

e, (<200 nt) eRNAs
o L
{<200 nt) D

Promoter-associated IncRNAs
Ultra-conserved Element IncRNA

B Opposite Strand IncRNA
O e S

B E
Intronic IncRNAs Natural Antisense IncRNAs

Figura 6. Clasificacion de RNAs largos no codificantes acorde a su localizacion
genoémica. Tomado de [31].
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Estructura y funcién

EL RNA es una molécula muy flexible que forma estructuras secundarias y terciarias. En
el caso particular de los IncRNAs, su estructura primaria o la secuencia lineal es muy
poco conservada evolutivamente (menor al 80 %). Sin embargo, existe evidencia que, a
pesar de la discrepancia entre la secuencia entre especies, se conservan motivos que
dan origen a la misma estructura [30]. Tal es el caso de HOTAIR, un IncRNA exclusivo
de mamiferos, con bajo porcentaje de homologia ente humano y ratén pero que
comparten entre 33 especies, pares de bases covariantes y estructuras de medio giro o
half-flips. Ello permite mantener una estructura similar, especialmente en potenciales
regiones de interaccion con proteinas, sugiriendo una o varias funciones importantes.
Asimismo, la alta variabilidad presente en las secuencias conlleva a la adquisicion de

nuevas funciones y mayor especializacion [32].

La complejidad estructural de los RNAs largos no codificantes define su localizacion
celular, estabilidad, interaccion con otras moléculas y por consiguiente su versatilidad
funcional, siendo que un IncRNA puede tener multiples funciones [30]. Se les ha
clasificado acorde a su funcién como scaffold, estructurales (arcRNAs), guias, decoys,
moduladores de splicing, remodeladores de la cromatina, esponjas de microRNAs y RNAs

de competencia endogenos (ceRNAs) (Figura 7) [32].
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Figura 7. Funciones de RNAs largos no codificantes. Tomado de Clark, B.S. et al.
(2014). [33].
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A nivel gendmico, los [ncRNAs funcionan como guias que llevan complejos
ribonucleoproteicos a sus blancos, actuando en cis, reclutando factores

cotranscripcionales a promotores y enhancers.

Por ejemplo, el IncRNA CCAT1-l se localiza en un sitio super enhancer lo que le permite
interactuar con CTCF y el sitio de trascripcion de MYC, formando loops de cromatina y,

en consecuencia, favorece la trascripcion de MYC [34].

En trans, forman tripletes RNA:DNA:DNA o heteroduplex RNA-DNA, que permiten el
reclutamiento de factores de transcripcion, helicasas o remodeladores de la cromatina
[169]. Por ejemplo, KHPS1 forma una triple hélice en el enhancer del oncogén SPHK1,

evitando el silenciamiento por la union del insulator al enhancer [35].

Los IncRNAs también son importantes moduladores epigenéticos al reclutar complejos
remodeladores de la cromatina. Este mecanismo se da mediante la asociacion de
IncRNAs a complejos como PRC1, PRC2 [170]. Tal es el caso de XIST, el cual se une a
PRC2, propiciando la metilacion de H3K27me2/3, y, por consiguiente, el silenciamiento

del cromosoma X para la compensacion génica entre sexos [36].

En el nlcleo, los arcRNAs o RNAs arquitecténicos sirven de estructura base de cuerpos
nucleares como speckles, paraspackles, cuerpo de Cajal y el complejo polycomb, cuya
funcion es ser sitios de biogénesis, maduracion, almacenamiento y secuestro de RNAs.

A esta clase pertenece el IncRNA NEAT1, componente principal de paraspackles [37].

Los IncRNAs son importantes reguladores del flujo de informacion a través de su funcién
de scaffold, siendo plataformas para armar complejos proteicos con repercusiones
significativas en la activacion/represion de cascadas de senalizacion. Por ejemplo, la
interaccion de HOTAIR con B-catenina mantiene activa la via de Wnt/B-catenina en la
linea celular HeLa aun en presencia del inhibidor ICRT14, contribuyendo a la resistencia

a farmacos [38-39].

A nivel post transcripcional, IncRNAs como NEAT1, MALAT1, GOMAFY y SAF , interactGan

con proteinas SR o del core del spliecosoma, modulando el splicing [40].
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Las proteinas también estan sujetas a regulacion por IncRNAs. Actlan como decoys o
represores de su actividad catalitica o modificadores de sitios alostéricos [171]. Tal es
el caso de GAS5 al interactuar con el receptor de glucocorticoides, el cual imita el
elemento de respuesta en el DNA evitando la activacion de genes blanco [41]. Por el
contrario, hay IncRNAs activadores como Inc-DC, el cual promueve la fosforilacion y
activacion de STAT3 [42].

Interacciones IncRNA-microRNA

Los IncRNAs participan en complejas interacciones con otros ncRNAs, principalmente
microRNAs. A través de estas interacciones, adquieren funciones regulatorias sobre los
miRNAs. Por ejemplo, LOC554202 es precursor de miR-31 y el IncRNA miR222HG es
cotranscrito con el clUster microRNAs 221/222. [43, 44]. Otros IncRNAs, interfieren en
la regulacion de la biogénesis de microRNAs, tal es el caso de CCAT2 que bloquea la

maduracién de miR-145 al inhibir el corte de DICER y la exportacion al citoplasma [45].
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Figura 8. Interacciones y mecanismos de regulacion microRNA-IncRNA. Tomado de
Fernandes, C.R.J. et al. (2019) [46].

Entre las funciones mas destacadas mediadas por interacciones de ncRNAs esta la del
efecto esponja, mediante la cual RNAs largos no codificantes secuestran a microRNAs e
impiden el silenciamiento de mRNAs blancos [172]. Al igual que con los mRNAs, esta
regulacion esta basada en la complementariedad de bases en una secuencia de 2 a 8
nucleotidos, conservada en el extremo 5 del microRNA, y los IncRNAs pueden ser

circulares o lineales [46].
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A partir de la descripcion de interacciones de ncRNAs se planted la hipétesis de ceRNAs,
la cual postula la competencia entre RNAs (IncRNAs, pseudogenes y mRNAs) por sitios
de interaccion con microRNAs en comun, llamados elementos de respuesta a microRNAs
(MREs) [47]. El primer ceRNA descrito fue ciRS-7, un RNA circular con mas de 70 MREs
conservados para miR-7, que regula negativamente como esponja a miR-7 promoviendo

la expresion de sus blancos [48].

Las interacciones IncRNA-microRNA suceden en dos direcciones; los ya mencionados
IncRNAs como esponjas de microRNAs, y microRNAs como reguladores de IncRNAs. Los
microRNAs absortos por IncRNAs, suelen tener complementariedad de bases perfecta.
Por el contrario, cuando un microRNA regula a un IncRNA, es debido a las caracteristicas

estructurales del IncRNA (presencia de 3° y 5" UTR) y complementariedad parcial [49].

Ademas, asi como un mRNA tiene varios sitios de interaccion con microRNAs, un solo
IncRNA también puede tener multiples MREs. En consecuencia, entre mas MREs tenga
un IncRNA, mas comunicacion intermolecular y mayor es el alcance de la regulacion
génica [50]. Sin embargo, la presencia de sitios de union a microRNAs, no garantiza una
regulacion con repercusion bioldgica. Esto es debido a que los mismos MRES no son
iguales en todos los ceRNAs. Es decir, el largo no codificante que solo tiene sitios de
interaccion con un determinado microRNA, va a tener mayor probabilidad de regulacion
comparado con los que tienen varios sitios de union a varios microRNAs, es decir, varios
MREs. En este ultimo caso, la regulacion por un microRNA en especifico puede ser
preferencial frente a otro. Por ejemplo, BC032469 contiene MREs para miR-1207-5p y
miR-1266, sin embargo, Unicamente absorbe a miR-1207-5p [52]. Esto se vera
favorecido si los MREs se encuentran en la region central o en la 3" UTR de un IncRNA
[49].

Asimismo, las interacciones IncRNA-microRNA estan sujetas a la distribucion
espaciotemporal. Por ejemplo, linc-RoR actia como esponja de microRNAs por etapas
durante la diferenciacion de células troncales del desarrollo embrionario para después

silenciarse y permitir la expresion de sus microRNAs blancos [53].
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Crosstalk de ncRNAs en cancer

Las interacciones entre IncRNAs-microRNA conforman ejes InCRNAs-microRNAs-mRNAs
que modulan diversas funciones celulares. En cancer, existen perfiles de expresion
diferenciales, por lo que los ejes se ven alterados, contribuyendo al desarrollo de la
enfermedad, ya sea como oncogenes o supresores de tumores [54]. En el caso de los
miRNAs, son divididos en oncomiRs y supresores de tumores (tsmicroRNAs) puesto que
tienen como blancos genes supresores de tumores y oncogenes, respectivamente [55].
Por su parte, los IncRNAs que modulan oncomiRNAs se les clasifica como supresores de
tumores, y oncogenes a los que regulan tsmicroRNAs. En ambas modalidades, los ncCRNAs
estan involucrados en el desarrollo de hallmarks del cancer a través de sus blancos [56]

(Figura 9).

En cancer de mama, los primeros microRNAs alterados que fueron descritos son miR-
125b, miR-145, miR-21 y miR-155 y fueron correlacionados con sobrevida global, estadio
de la enfermedad, receptores de hormonas e indice de proliferacion [57]. A partir de
entonces, se han descrito multiples microRNAs asociados con el cancer de mama. Por
ejemplo, miR-497, miR-16 y miR-30c-2-3p, son tsmicroRNAs que controlan la progresion
del ciclo celular a través de un blanco clave; la ciclina D1 [58-60]. MiRNAs supresores
de tumores, subexpresados, como miR-424 ; miR-543, miR-204-5p, y miR-148a modulan
la actividad de vias de sefalizacion oncogénicas Hippo, MAPK/ERK, PI3K/AKT y Wnt/B-
catenina, respectivamente [61-64]. Como oncomiRNAs destacan miR-122, el cual
favorece el metabolismo aberrante en las células tumorales y el miR-331 por su

asociacion a oncogenes, incluyendo el IncRNA HOTAIR [65, 66].

Respecto a los IncRNAs, se han reportado pocos con funcion de supresor de tumores en
comparacion con aquellos con funcion de oncogén. Algunos supresores de tumores son;
EPB41L4A-AS2, EGOT, XIST, GAS5, ZFAS1 y MEG3 y sONE [67-69]. Con funcion
oncogénica se ha reportado a LNMAT1 y LncGataé al promover metastasis, a GACAT3
como oncogén que secuestra a miR-497, entre otros como; DANCR, HOTAIR, NEAT1 y
HIF1A-AS2. Todos ellos promueven el fenotipo tumoral a través de su accion como

esponjas de miRNAs, remodelacion de la cromatina y como enhancers [70-76].
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Figura 9. Mecanismos de regulacion en los ejes IncCRNA-microRNA-mRNA en cancer.
Tomado de Tornesello, L.M. et al. (2020) [56].

Ademas, se han descrito microRNAs y IncRNAs con papel dual de oncogén y supresor de
tumor en diferentes tejidos o en el mismo. Un ejemplo de ellos es miR-181a que al
actuar como supresor de tumores previene invasion y metastasis, induce muerte celular
y favorece la sensibilidad a farmacos. Sin embargo, otros estudios sugieren que presenta
un rol oncogénico mediante la activacion de la via TGF-B y cuyos genes blanco son
supresores de tumores clave como PDCPD4 y ATM [77]. Por otra parte, MALAT1 es un
IncRNA que ha sido reportado como oncogén en diversos tipos de cancer [78].
Particularmente en cancer de mama como oncogén, favorece la progresion y resistencia
a doxorrubicina mediante la regulacion de miR-570-3p. Con respecto a su funcién como
gen supresor de tumor, se une al factor de transcripcion TEAD, reprimiendo la expresion
de genes metastasicos, no obstante, en cancer de mama y colorrectal se encuentra
subexpresado. Esto indica que los IncRNAs pueden presentar un papel dual; tanto de
oncogén como de supresor de tumor, lo cual esta sujeto a la cohorte de pacientes y del

contexto celular [79].

En cancer de mama se han descrito microRNAs y IncRNAs especificos del subtipo
molecular. Denkiewicz, M. (2019), reportd 44 miRNAs diferencialmente expresados en
todos los subtipos moleculares comparados con muestras no tumorales. Asimismo, se
detectaron 12, 14, 9, 5 microRNAs Unicos y exclusivos para los subtipos Luminal A,
Luminal B, HER2 y basal, respectivamente [80]. Respecto a los IncRNAs, se ha reportado
que su expresion se asocia con cada subtipo molecular y a terapias. Por ejemplo; en la
linea celular MCF7 cuyo subtipo molecular corresponde al luminal A, se ha reportado

que ésta cambia su patron de expresion de IncRNAs en respuesta a la terapia endocrina
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(LINCO1016, SIAH2-AS1 y SNHG3) [81, 82, 83]. En el subtipo Her2, un estudio de
transcriptoma, mostro 371 IncRNAs diferencialmente expresados en pacientes que no
respondian a trastuzumab, entre ellos cuatro han mostrado intervenir en mecanismos
que favorecen la resistencia; SNHG15, UCA1, GAS5 y ATB [84]. En el subtipo triple
negativo, datos del TCGA, mostraron al IncRNA Inc-DNAJC16 mas sobreexpresado [85].
Otro estudio describio una firma IncRNAs/mRNAs (HIF1A-AS2 y AK124453) que sirvid
para reclasificar a los pacientes dentro del subtipo triple negativo y resistentes a

paclitaxel [86].

La expresion diferencial de ncRNAs en cancer de mama, asi como su correlacion con
caracteristicas clinicas y moleculares de tumores ha derivado en la propuesta de
potenciales biomarcadores de diagnostico y pronéstico. Dentro de los miRNAs, la familia
de let-7 destaca como potenciales miRNAs marcadores de diagnostico en plasma de
diferentes tipos de cancer tales como: cancer mama, préstata, colon, rifon
(sobreexpresado), ovario y pulmén (subexpresado) [87]. Otros microRNAs circulantes
que han mostrado alta especificidad (91 %) y sensibilidad (88 %) como marcadores de

diagnostico temprano en cancer de mama son miR-195 y miR-155 [88].

Acerca de los IncRNAs, PCA3 ha sido aprobado para su uso clinico como biomarcador de
diagnostico temprano de cancer de préstata y de manera auxiliar se utiliza a MALAT1
[89-91]. En cancer de mama, H19 tiene alta sensibilidad y especificidad en muestras de
plasma, promueve la activacion de AKT y ERK, y actia como ceRNA de let-7,

demostrando su potencial como herramienta diagnostico de esta enfermedad [92-94].

Mineria de datos y prediccién de interactomas

Debido a que las expresion de RNAs es dependiente del contexto celular, las
interacciones que conforman también se ven alteradas, contribuyendo a la
heterogeneidad del cancer. El describirlas y validarlas es clave para entender los
mecanismos y funciones celulares en las que participan, tanto en condiciones

fisiologicas como patoldgicas, lo que representa nuevas oportunidades para proponer
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biomarcadores y blancos terapéuticos, asi como entender los mecanismos que conducen

a la resistencia a farmacos [95].

Gracias los datos de RNA-seq y microarreglos es posible predecir interactomas de RNA.
Para ello, se realiza un analisis de expresion diferencial de los RNAs (IncRNAs,
microRNAs, mRNAs), se integran los datos y se busca una correlacion entre la expresion.
Posteriormente se realizan predicciones basadas en cuatro enfoques: 1) informacion de
interacciones conocidas, 2) prediccion de interacciones a partir de la integracion de
datos disponibles, 3) métodos de aprendizaje profundo y 4) la identificacion de

interacciones mediante el analisis de datos gendémicos [96].

Con los datos existentes y algoritmos, se han realizado estudios como el de Che, J. en
2017, el cual propone interactomas especificos por subtipo molecular de cancer de
mama, en donde los ceRNAs desregulados correlacionan con caracteristicas clinicas y
moleculares de cada subtipo. Cabe destacar que cuatro genes de 29 presentes en hubs
de ceRNAs clave en el interactoma, correspondian a genes de la firma PAMS5O0,
contribuyendo a la especificidad por subtipo. Los genes restantes podrian afectar las
redes de interaccion si compiten por sitios de union a miRNAs que conforman los ejes
de RNA. Ademas, cabe senalar que los hubs de ceRNAs estaban enriquecidos en genes
supresores de tumores, los cuales se encontraron desregulados de manera general en

todos los subtipos moleculares [97].

Olgun, Gu. en 2018 realizd un estudio de esponjas mediadas por IncRNAs en cancer de
mama Yy sus hallazgos reportan que, asi como hay IncRNAs con funcion de esponjas
compartidas entre subtipos moleculares, también hay IncRNAs esponjas especificas de
cada subtipo [98]. Aunado a esto, analizaron la sobrevida de los pacientes y encontraron
IncRNAs esponjas con valor pronostico, sugiriendo que los analisis de interacciones
aportan mas informacion para detectar potenciales marcadores prondstico que los

analisis de genes individuales [98].

Al determinar interactomas de RNA es posible determinar RNAs con funciones biologicas
que conduzcan al desarrollo de un proceso oncogénico en especifico. Por ejemplo, se

reportd una red de interaccién implicada en metastasis, metabolismo y respuesta a
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estrés en cancer de mama que consiste en 104 mRNAs, 19 miRNAs y 16 IncRNAs. A partir
de esta red, se identificaron 3 RNAs (miR-105-5p, BCAR1 y PANX2) como potenciales

biomarcadores de sobrevida global [99].

De igual manera, el predecir interacciones de RNAs ha permitido identificar mecanismos
asociados a la resistencia a farmacos. Por ejemplo, el IncRNA ATXN8OS esta
sobreexpresado en cancer de mama y funciona como esponja de miR-16. Al secuestrarlo
evita que el microRNA reprima a su blanco VASP, reduciendo asi la respuesta a
tamoxifeno [100]. Por otra parte, se han identificado redes de ceRNAs cuyos genes
estan involucrados en la respuesta a farmacos contra cancer, tal es el caso de GAS5, un
IncRNA, que al estar subexpresado, no depleta a los miRNAs responsables de la

inhibicion de RPL18, proteina asociada la resistencia a quimioterapia [101, 102].
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Antecedentes

Recientemente, un estudio reporté un perfil de microRNAs sobreexpresados y
subexpresados en pacientes con cancer de mama metastasico asociados a respuesta a
tratamientos sistémicos [109]. De dicho perfil, destacé miR-342-3p dado que se
encontro sobreexpresado en pacientes que presentaron respuesta al tratamiento y que
presentaron mayor sobrevida global y se encontré subexpresado en pacientes que no

respondieron y que presentaron peor sobrevida global [109].

En trabajos previos se ha reportado a miR-342-3p subexpresado en varios tipos de
cancer, incluyendo; colorrectal, nasofaringeo, hepatocarcinoma, cérvix, osteosarcoma,
y pulmon, entre otros. En dichos tejidos, actla como supresor de tumores regulando a
la baja el efecto Warburg a través de PI3K/AKT/GLUT, la actividad transcripcional de
MYC, la hipermetilacion del ADN, y procesos como apoptosis, proliferacion, y migracion,
a través de blancos como FOX-Q1, IGF-1R, E2F1, FOXM1, y DNMT1 [103-108].

Estudios adicionales también han demostrado a miR-342-3p subexpresado en muestras
de pacientes y lineas celulares de cancer de mama, siendo el subtipo triple negativo
donde se encuentra menos expresado. Con respecto a su funcidén se ha demostrado
que regula migracion e invasion celular mediante CFL1, asimismo, altera los flujos de
lactato y glucosa a través de MCT1 [110, 111]. También se ha reportado que esta
implicado en la disminucion de la expresion de BRCA1 en pacientes con BRCA1y BRCA2
sin mutaciones (BRCAx) en cancer de mama ER(-) via la modulacion del factor de
transcripcion ID4 [112]. También se ha visto que se encuentra implicado en
mecanismos de resistencia a tamoxifeno, posiblemente mediante la regulacion de
blancos implicados en evasidon a apoptosis y progresion del ciclo celular [113]. Estos
hallazgos indican que miR-342-3p, al estar subexpresado en diferentes tipos de cancer,
no puede ejercer su funcion de supresor de tumores. Una de las causas de este
fenomeno es la regulacion por ceRNAs, especificamente, esponjas de microRNAs. Por

ejemplo, en cancer colorrectal el IncRNA SCARNA2, absorbe a miR-342-3p,
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promoviendo quimio resistencia a través de EGFR y BCL2 [114]. En cancer de colon,
LINCO0659 secuestra a miR-342 y que este reprima a su blanco ANXA2, favoreciendo
proliferacion y migracion [115]. En cancer de pancreas, SNHG7 promueve la
proliferacion, migracion e invasion a través de la expresion de ID4 regulada por miR-
342 [116]. En hepatocarcinoma y osteosarcoma, los IncRNAs circulantes; circZNF609 y
circ0004674 secuestran a miR-342, respectivamente, aumentando la proliferacion

celular, invasion y la activacion de la via Wnt/B-catenina [117, 118].

Entre las causas por las cuales tsmicroRNAs estan subexpresados, estan las esponjas
de microRNAs, tal es el caso de miR-342-3p [173]. Considerando que en cancer de
mama no se ha descrito el mecanismo de la regulacion a la baja de miR-342-3p, los
antecedentes sugieren que puede deberse a un IncRNA sobreexpresado que actue

como esponja para este microRNA.

Mediante una revisién de la literatura sobre RNAs largos no codificantes sobre
expresados en cancer de mama, encontramos que el IncRNA NEAT1 destaca por tener
una correlacion inversa a miR-342-3p, respecto a datos clinicos y moleculares de

pacientes con cancer de mama.

NEAT1 (Nuclear paraspeckle assembly transcript 1) ha sido reportado como oncogén
con caracteristicas de gen conductor por estar involucrado en la carcinogénesis y el
progreso de la enfermedad, asi como estar asociado a metastasis, tasa de recurrencia
y sobrevida. En cancer de mama, factores de transcripcion como HIF2 y RUNX1 se
unen al promotor de NEAT1 e inducen su expresion. Su funcion como esponja de
microRNAs en varios tipos de cancer es mas amplia comprendiendo a let-7a, let-7e,
miR-34a, miR-34c, miR-101, miR-106b, miR-107, miR-194, miR-204, miR-365 y miR-
506 [119]. Asimismo, se encuentra sobreexpresado tanto en lineas celulares de cancer
de mama como en muestras de pacientes, secuestra a miR-448 y modula la expresion
de ZEB1 [120, 121].

Considerando los correlacion entre la expresion de NEAT1 y miR-342-3p en cancer de
mama, es posible que haya una interaccion de NEAT1 con miR-342-3p como esponja.

Respecto a esto, NEAT1 tiene sitios de complementarios con posible interaccion con
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miR-342-3p, de los cuales uno ya fue validado funcionalmente y permite la regulacion
del IncRNA sobre el microRNA en células de macrofago contribuyendo al desarrollo de
aterosclerosis [122]. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si la expresion a la baja
de miR-342 en pacientes que no responde a quimioterapia es debido a que es

secuestrado por NEAT1 en cancer de mama
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Hipotesis

NEAT1 secuestra a miR-342-3p mediante el mecanismo de esponja favoreciendo la

proliferacion en cancer de mama triple negativo.
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Objetivos

Objetivo

Evaluar la regulacion de miR-342-3p por NEAT1 como esponja en cancer de

mama.

Objetivos Particulares

1. Analizar la correlacion de la expresion de NEAT1 y miR-342-3p con datos de
TCGA.

2. Evaluar la expresion de miR342 y NEAT1 en lineas celulares y muestras de
pacientes de cancer de mama triple negativo.

3. Evaluar el efecto de la inhibicién de NEAT1 sobre el rescate del nivel de
miR-342-3p.

4. Evaluar la interaccion de NEAT1 con miR-342-3p mediante ensayos de
luciferasa.

5. ldentificar blancos potenciales del eje NEAT1/ miR-342 en cancer de

mama de triple negativo
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Metodologia

Muestras de pacientes

Las muestras de pacientes utilizadas en este estudio fueron colectadas del Instituto
Nacional de Cancerologia. Un total de 15 muestras fueron procesadas en parafina.

La extraccion de RNA se realizd con el RNeasy FFPE (Qiagen).

Cultivo celular

Las lineas celulares de cancer de mama utilizadas fueron MCF7, BT20. MDA-MB-231
y MDA-MB-468. Las células se obtuvieron del ATCC y se cultivaron en medio DMEM/F-
12 (ATCC) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Corning), 1% de penicilina /
estreptomicina (Corning). Las condiciones de cultivo fueron 37 ° C, 5% de CO2y 90 %

de humedad.

Analisis de PCR en tiempo real (RT-qPCR)

Se extrajo RNA total utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen). La pureza vy
concentracion se detectaron en Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek)
usando 2 pl de muestra. La integridad se analizdo mediante electroforesis de un gel
de agarosa al 0.8 %. Se partio de 1 pyg de RNA para retro transcripcion de IncRNAs y
mMRNAs con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
Respecto a los microRNAs, se partio de 100 ng para su retro transcripcion con el kit
Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Se realizo PCR en
punto final para estandarizar las condiciones de reaccion utilizando el kit Go Taq
Green Master Mix (Promega). La PCR cuantitativa se realizd con el kit Luminaris
HiGreen Master Mix (Thermo Scientific) para mRNAs y IncRNAs, y con el kit Tagman
Small RNA Assays (Applied Biosystems) para microRNAs, en el equipo StepOnePlus
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(Applied Biosystems). La cuantificacion fue por el método de 2724¢T. Los genes
constitutivos utilizados como control fueron GAPDH y RNU44. Las condiciones de
reaccion fueron: 95 ° C por 2 min, seguidos de 35 ciclos a 95 ° C por 3°s'y 72 ° por 1
min. Las secuencias de los primers estan enlistadas en la tabla 1. En el caso de miR-

342-3p y RNU44 se utilizaron sondas Tagman de Thermo Scientific.

Gen Primer Forward (5°-3") Primer Reverso (5°-37)
GAPDH CCTCAAGATCATCAGCAATGCCT TCACGCCACAGTTTCCCGGAG
NEAT1 GACCTCTCACCTACCCACCT ATGCCCAAACTAGACCTGCC
Isoforma
épsilon
NEAT1 CAGAAGACCTTGAGGGCAGG AGTGGCTAGACCTGACGCTA
Isoforma
beta

Tabla 1. Secuencias de primers utilizadas en el estudio.

Transfecciones y silenciamiento

Las transfecciones se llevaron a cabo con Lipofectamina 3000 acorde al manual del kit
(Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Inc.). Para llevar a cabo el silenciamiento
transitorio de NEAT1 se utilizd la secuencia antisentido modificada 20Me/Ps
mG*mC*mU*mG*mG*C*A*T*T*C*A*T*G*G*G*mC*mU*mC*m*mG que hibrida en la region
1473-1492 compartida por la dos isoformas descritas de NEAT1 [123]. El rango de
concentraciones fue de 1, 10, 50, 100 y 200 nM. Para los ensayos de luciferasa se

transfecto 2.5 pg/ml del plasmido con la construccion.
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Construcciones de los sitios de interaccion NEAT1-miR-
342-3p

Para determinar la interaccion entre NEAT1 y miR-342-3p se realizé un ensayo de gen
reportero de luciferasa. Para ello, primero se realizaron construcciones utilizando el
plasmido pMIR-REPORT (Ambion) (figura 10). Al plasmido se le ligo la secuencia del sitio
1 wild type y mutante de interaccion de NEAT1 y miR-342-3p. Las secuencias fueron
sintetizadas por IDT (Integrated DNA Technologies) con los sitios salientes de corte de
las enzimas de restriccion Spel v Hindlll (NIPPON Genetics) para su posterior ligacion al
plasmido digerido. Las construcciones fueron validadas mediante analisis de PCR y

secuenciacion Sanger (figura 11y 12).

SV40 polyA Hindill (483)
Pmel (476)

G433 | Nout (07 Mt (408

SV40 Promoter MCSs s
6138) - Nael (507)

(8Da5) Secl (516
Puromycin @5 Spel (525)
(5447) ‘
(5188)
SV40 pA 9
(5153) W  Luciferase
S0l (4561) pMIR-REPORT™ |
4843
e miRNA Expression Reporter EcoR| (1608)
6470 bp
Ampicillin '
BamMi (2205
(4083)
(4024) - CMV Promoter
ColE1 Oﬂgln - EcoR| (2808)

Figura 10. Plasmido pMIR-REPORT. Utilizado para las construcciones del sitio de
interaccion NEAT1 y miR-342-3p (Ambion) el cual se clond en el sitio multiple de
clonacion entre los sitios para las enzimas de restriccion; Hindlll (463) y Spel (525).
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Figura 11. Electroforesis de PCR en punto final. En los carriles se observan una banda
de 168 pb que corresponden al transcrito producto de la amplificacion de una regioén
flanqueada por el promotor y el sitio multiple de clonacion, que con el inserto (sitio de
interaccion NEAT1 y miR-342-3p) da origen a un producto de PCR de 168 pb.

| | | | |
{TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGC
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| | | | |
ATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTAGGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGT GLICCAACCCOATTAACTT
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Figura 12. Validacién por secuenciacion tipo Sanger de la construccion. Sitio 1 (tabla
3) NEAT1-miR-342-3p en el plasmido p-MIR-Report.
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Ensayo de luciferasa

Para los ensayos de luciferasa se transfecté 2.5pug/ml del plasmido con la
construccion y 50 nM del mimic de miR-342-3p (Applied biosystems). La actividad de
sistema dual reportero de luciferasa fue detectada 24 horas post transfeccion EL
equipo utilizado fue un luminometro GloMax 96 Microplate de Promega. Los datos
de luminiscencia de luciferasa fueron normalizados con la actividad de Renilla para

cada pozo transfectado. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayo de formacidén de colonias

Se cultivo la linea celular MDA-MB-231 y se sembraron en placa de 6 pozos con 200
células por pozo, seguidos de incubacion por 14 dias. Las colonias fueron fijadas con
paraformaldehido al 15 % y tenidas con cristal violeta al 10 %. El nUmero de colonias
fue contado manualmente. El experimento se realizé6 tres veces de manera

independiente.

Prediccidon de la interaccion de NEAT1 y RNAs
Mediante la herramienta SPONGEdb (https://github.com/biomedbigdata/SPONGE-

web-R) se predijo la red de regulacion de ceRNAs con los que NEAT1 puede
interactuar. La prediccion esta basada en los datos de cancer de mama disponibles
en TCGA y se realizo a través de un paquete de R llamado SPONGE, el cual infiere
valores de p que limitan la tasa de falsos positivos y evitan correlaciones espurias
[124].

Predicciéon de blancos de miR-342-3p

Se predijeron potenciales genes blanco de miR-342-3p desregulados en cancer de mama.
Para ello se utilizo el paquete de R miRNAtap, el cual integra herramientas de

prediccion de blancos de microRNAs disponibles en linea como miranda y TargetScan
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[125-127]. Posteriormente, se realizd un analisis de correlacion en R entre la expresion

de miR-342-3p y los cinco mRNAs con mayor posibilidad de interactuar .

Red IncRNA-microRNAs en cancer de mama
A partir de la base de datos LncACTdb 2.0 (http://www.bio-bigdata.net/LncACTdb/)

se identificaron el nUmero de interacciones de NEAT1 con otros RNAS (IncRNAs,
miRNAs, y mRNAs). Con dichos datos, se realizaron tres graficas para representar: 1)
Numero de interacciones de NEAT1 con RNAs en diferentes tipos de cancer, 2)
Interactoma de NEAT1-mRNAs y IncRNAs, 3) Interactoma de NEAT1-microRNAs.

Analisis estadisticos

Para realizar los analisis de los datos de qRT-PCT se utilizo GraphPad Prism 7. Las
barras de error indican desviacion estandar. Los datos de expresion se analizaron por
prueba de T-student, ANOVA de una sola via y Tukey (como prueba complementaria).
Los asteriscos muestran los siguientes niveles de significancia estadistica: *=p<.05,
**=p.01, ***=p<.001.
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Resultados

Potenciales esponjas de miR-342-3p

Nuestro primer objetivo consistié en identificar potenciales IncRNAs que actlien como
esponjas de miR-342-3p. Para ello, se buscaron IncRNAs con sitios de interaccion para
miR-342-3p en StarBase (http://starbase.sysu.edu.cn/). Se eligieron los cinco IncCRNAs
con mayor numeros de sitios de interaccion y que tuvieran validez con experimentos
de clip(clipExpNumb) en donde las moléculas de interés se detectan del extracto de
inmunoprecipitacion de argonauta (tabla 2). Posteriormente, a partir de datos de
TCGA, se analizo la correlacion de la expresion de dichos IncRNAs con la de miR-342-

3p en pacientes con cancer de mama en R.

LncRNA pVal R miRNA
SNHG7 0.13988874 0.04582831 hsa_miR_342_3p
SNHG20 0.13992309 -0.04582435 hsa_miR_342_3p
NEAT1 6.66E-15 0.2384313 hsa_miR_342_3p
OIP5-AST1 3.83E-06 0.1427808 hsa_miR_342_3p
KCNQ10T1 0.48017091 -0.02192728 hsa_miR_342_3p

Tabla 2. Valor de la correlacion significativa entre la expresion de cinco IncRNAs y
miR-342-3p. Primera columna muestra los IncRNAs, segunda columna muestra el valor
de p, tercera columna muestra el valor de la correlacion positiva o negativa, y la cuarta
columna muestra el microRNA con el cual se predijo la interaccion.
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De los cinco IncRNAs seleccionados como potenciales esponjas de miR-342-3p, NEAT1
fue el que mayor correlacion presentd con respecto a la expresion de miR-342-3p
(figura 13), sugiriendo una posible regulacion entre ambos. Ademas, fue el que mayor

numero de sitios posibles de interaccion presentd; nueve (tabla 3).

17.5=
15.0-

125-

NEAT1 VST read counts

100- . .

miR-342-3p VST read counts

Figura 13. Correlacion de la expresion de NEAT1 y miR-342-3p. Datos obtenidos del
TCGA correspondientes a 1102 muestras de pacientes de cancer de mama. R= 0.2384
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Sitio clipExpNum Secuencia Isoforma

22 uggagucccuggcCAGUGUGAGu Epsilon y beta
2 27 cauuccuaaAUCUGUGUGUGAGa Epsilon y beta
3 12 agaggcugugcaaagGUGUGAGc Beta
4 9 guGGAAUCUGUGUUUGUGUGAGg Beta
5 10 cagccaucauaguggGUGUGAGg Beta
6 14 caugccagGAGCUCAGGUGUGAGc  Beta
7 1 aguGUUGGGAUUACAGGUGUGAGc Beta
8 9 gcugcacagucgaggGUGUGAGg Beta
9 11 ugaGGGGAGAUGGACGUGUGAGg Beta

Tabla 3. Posibles sitios de interaccion NEAT1-miR-342-3p. En la primera columna se
muestra el nUmero que se asigno a cada sitio. La segunda columna muestra el niUmero
de experimentos clip en donde ambas moléculas (IncRNA y el miRNA) se encontraron
en la inmunoprecipitacion de argonauta. La tercera columna muestra la secuencia de
cada sitio de NEAT1 con la cual el microRNA puede interactuar, y la cuarta columna, la
isoforma de NEAT1 en la cual se encuentra el potencial sitio de interaccion.

Expresion de NEAT1 y miR-342-3p cancer de mama

Una vez elegido a NEAT1 como el IncRNA candidato con mayor posibilidad de
interaccion con el miR-342-3p a partir de soporte bioinformatico y los antecedentes,
se procedio a analizar la expresion de ambos en muestras de pacientes mexicanas, en
un panel de lineas celulares. Respecto a las muestras de pacientes mexicanas, en total
fueron 14. Todas corresponden al subtipo histologico mas incidente en la poblacion
mexicana; carcinoma ductal invasivo [128, 129]. Todas, también, desarrollaron
metastasis y solo tres pacientes presentaron respuesta completa al tratamiento
sistémico. Respecto al subtipo molecular, la mayoria de las muestras correspondio al
subtipo luminal (64%) y el restante al triple negativo, lo cual coincide con la
estadistica nacional que reporta que este es el subtipo mas frecuente [128, 130] (tabla
4).
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Subtipo molecular
Luminal A
Luminal A
Luminal A
Luminal A
Luminal B
Luminal B
Luminal B
Luminal B
Luminal B

TN
TN
TN
TN

TN

Histopatologia

CDI

CDI

CPI CDI

CDI

CIP

CDI

CDI

CDI

CDI

CDI

CDI

CDI

CDI

CDI

Metastasis

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Respuesta
No

No

No

No
Parcial
Parcial
No

No

No

Si

Si

No

No

Si

Tabla 4. Datos clinicos de muestras de pacientes de cancer de mama. Los datos
incluyen el subtipo molecular, la clasificacion histopatoldgica, asi como el desarrollo
de metastasis y la respuesta a tratamiento (cisplatino y terapia hormonal).
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La expresion de miR-342-3p fue mayor en las muestras
de subtipo triple negativo

Nuestros resultados mostraron que la expresion de miR-342-3p fue mayor en las
pacientes que respondieron al tratamiento sistémico. Esto coincide con lo reportado
previamente, donde detectaron que la sobreexpresion miR-342-3p se asocia con la
respuesta al tratamiento sistémico. A este respecto, en nuestros resultados, tres de
las cinco muestras de pacientes que respondieron al tratamiento, correspondieron al
subtipo triple negativo, bajo este contexto, es posible pensar que a ello se atribuya
una mayor expresion de miR-342-3p en este subtipo molecular. Respecto a NEAT1,
los resultados mostraron que éste IncRNA presentd mayor expresion en el subtipo
triple negativo. No obstante, los analisis estadisticos no detectaron diferencias
significativas en la expresion, tanto de miR-342-3p (figura 14A) como de NEAT1(figura

14B) entre los subtipos moleculares.
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Figura 14. Expresion relativa de A) miR-342-3p y B) NEAT1 en muestras de pacientes
de cancer de mama. Luminal n= 9 muestras y triple negativo (TN) n= 5 muestras.
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Posteriormente se procedi6 a determinar la expresion de miR-342-3p y NEAT1 en
cuatro lineas celulares de cancer de mama, de las cuales tres corresponden al subtipo
triple negativo (BT20, MDA-MB-231, MDA-MB-468) y una al luminal (MCF7). En el caso
de miR-342-3p, observamos que su expresion fue menor en los subtipos triple negativo
en comparacion con el luminal, con diferencias estadisticamente significativas (figura
15A). Con respecto a la expresion NEAT1, cabe mencionar que este IncRNA presenta
dos isoformas, una de 3756 pb denominada MENépsilon y otra de 22743 pb denominada
MENbeta, la diferencia entre ambas radica en la longitud de la 3° UTR. [131].
Asimismo, de acuerdo con StarBase, NEAT1 tiene 9 sitios de interaccion con miR-342-
3p, de los cuales dos son compartidos por ambos isoformas y los siete restantes son
exclusivos de MENbeta. De acuerdo con esto, se cuantificd la expresion de ambas
isoformas en las lineas celulares de cancer de mama. El resultado mostro que las dos
isoformas, MENbeta y MENépsilon, se encuentran expresadas en las cuatro lineas
celulares sin haber diferencia significativa entre estas, siendo menor la expresion de
NEAT1 beta comparado con NEAT1 épsilon en todas las lineas celulares de cancer de

mama (figura 15B y 15C).
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Figura 15. Expresion relativa de A) miR-342-3p y las isoformas de NEAT1 B)
MENépsilon y C) MENbeta en lineas celulares de cancer de mama. Se realizaron a
partir de tres extracciones de RNA independientes. La expresion diferencial de miR-
342-3p en el panel de lineas celulares fue estadisticamente significativa P<0.0001. La
expresion de ambas isoformas de NEAT1 no mostrd diferencias significativas entre el
panel de lineas celulares.

NEAT1 promueve la formacién de colonias y el
crecimiento celular en cancer de mama

Una vez validado que miR-342-3p y NEAT1 estan expresados en lineas celulares de
cancer de mama procedimos a evaluar si NEAT1 tiene un efecto oncogénico. Para ello,

se realizd un ensayo de formacion de colonias tras el silenciamiento de NEAT1 con una
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secuencia antisentido previamente validada, durante 24 horas [123]. Los resultados
mostraron una reduccion del 70 % en la formacion de colonias respecto a los grupos
control (basal y lipofectamina), sugiriendo que NEAT1 participa en la proliferacion
celular de células de cancer de mama contribuyendo al desarrollo de la neoplasia
(figura 16).
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Figura 16. El silenciamiento de NEAT1 disminuye el crecimiento celular en las
células MDA-MB-231. El ensayo de formacion de colonias se realizd con tres grupos
experimentales con tres repeticiones independientes: células basales o sin tratamiento,
tratadas con lipofectamina y transfectadas con una secuencia antisentido de NEAT1
para su silenciamiento. La primera figura muestra el ensayo de formacion de colonias
en placas de 6 pozos (9.6 cm?), en donde se observa una disminucion de las colonias
formadas respecto a los controles. La grafica izquierda muestra la expresion de NEAT1
disminuida tras su silenciamiento con una secuencia antisentido a cuatro
concentraciones (10 nM, 50 nM, 100 nM y 200 nM), siendo la de 200 nM la que mostrd
mayor reduccion respecto al control (70 %). La grafica derecha muestra la
representacion grafica del ensayo de formacion de colonias.
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Genes blancos de miR-342-3p en cancer de mama

Considerando que las esponjas de microRNAs contribuyen a un proceso bioldgico a
través de la regulacion de genes blanco, es de nuestro interés describir cuales son
estos en el eje NEAT1-miR-342-3p. Para ello, se predijeron blancos de miR-342-3p que
no hayan sido descritos. Primero, se realizd un analisis de expresion diferencial de
mRNAs en cancer de mama, y posteriormente mediante miRNAtap, un paquete de R
que integra cinco algoritmos de prediccion de blancos de microRNAs, se buscaron
potenciales blancos con sitios de interaccion con miR-342-3p. En la figura 18 se
muestra el interactoma, donde se observa a NEAT1 como esponja de miR-342-3p
regulando positivamente potenciales genes blanco del miR-342-3p; KDM6B, CYP51A1,
TM4SF1, ZNF462, DTNBP1 y WDR77. Posteriormente se realizd un analisis de
correlacion en R con datos de pacientes de cancer de mama del TCGA de la expresion
de los blancos de miR-342-3p, de los cuales TM4SF1 presento6 una correlacion negativa
significativa (figura 17D). Finalmente, se realizd un analisis de prediccion de
interacciones proteinas-proteinas para conocer los procesos biolégicos que puedan
estar sujetos a regulacion del nuevo eje NEAT1-miR-342-3p via sus mRNAs blancos
(figura 18).
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Figura 17. Correlacion de la expresion de miR-342-3p y sus blancos. A) CYP51A1 B)
DTBP1 C) KDM6B D) TM4SF1 E) WDR77 F) ZNF462. Se muestran las correlaciones entre
las expresiones de miR-342-3p y sus potenciales blancos siendo significativas aquellas
convalorder>0.2 (D, EyF).
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Figura 18. Interactoma del eje NEAT1-miR-342-3p y sus blancos en cancer de mama:
KDM6B, CYP51A1, TM4SF1, ZNF462, DTNBP1 y WDR77. En azul se muestran los
blancos de regulacion post transcripcional del eje miR-34-23p (naranja), a la vez
regulados por un largo no codificante (NEAT1 en verde). Los blancos fueron
seleccionados con el paquete de R miRNAtap. En amarillo se muestran las proteinas con
las cuales pueden interactuar los blancos de miR-342-3p, y por consiguiente verse
afectadas bajo el eje de regulacion de NEAT1. La prediccion de las interacciones
proteina-proteina fueron mediante un analisis de enriquecimiento de redes funcional
(STRING).
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Efecto del silenciamiento de NEAT1 sobre la
disponibilidad de miR-342-3p

Una vez observado el efecto oncogénico de NEAT1 sobre la proliferacion celular, se
propuso investigar si este es a través de una funcion como esponja sobre el supresor
de tumores miR-342-3p. Para ello se procedio a silenciar NEAT1 en la linea celular
MDA-MB-231, posteriormente se determind la disponibilidad de miR-342-3p a las 24
horas post transfeccion, esperando que estos se encontraran en aumento al estar
silenciada su esponja NEAT1. Los resultados del silenciamiento de NEAT1 mostraron
que este se llevd a cabo de manera eficiente, siendo las concentraciones de 100 y 200
nM las mas significativas, con una disminucion del 70 % de NEAT1 respecto a los
controles (figura 19A). En cuanto a miR-342-3p, se observd un aumento en su
disponibilidad respecto a los controles, sin haber diferencias estadisticamente
significativas. Esto nos hizo pensar que probablemente NEAT1 no secuestra a miR-342-
3p (figura 19B). No obstante, la interaccion si puede ocurrir. Con el objetivo de apoyar
esta idea, se evaluo la expresion de miR-3128 y miR-125a-5p bajo el silenciamiento
de NEAT1. miR-3128 no tiene sitios de interaccion potenciales ni validados con NEAT1,
y el miR-125a-5p, el cual ha sido demostrado ser blanco de NEAT1 en cardiomiocitos
[132]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se esperaba que el silenciamiento de
NEAT1 no generara cambios en de miR-3128 al no interactuar con NEAT1. Mientras
que el silenciamiento de NEAT1, si generara cambios en miR-125a-5p, al ser blanco
de NEAT1. No obstante, los resultados mostraron que al silenciar a NEAT1 la
disponibilidad de miR-3128 no mostré cambios, como era de esperarse (figura 19C).
Sin embargo, la expresion de miR-125-5p no se vio aumentada como esperabamos,
posiblemente a tratarse de un contexto celular distinto al de los cardiomiocitos donde
se ha descrito la regulacion NEAT1/miR-125-5p (figura 19D).
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de NEAT1 sobre tres microRNAs. A)
Silenciamiento de NEAT1. B) Expresion de miR-342-3p con tendencia a la alta. C)
Expresion de miR-3128 D) Expresion de miR-125a-5p. Se observo un incremento en la
disponibilidad de miR-342-3p tras el silenciamiento de NEAT1 sin ser estadisticamente
significativo.
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Interacciéon NEAT1 y miR-342-3p

Con el fin de conocer si existe una interaccion entre NEAT1 y miR-342-3p en cancer
de mama, se evalud la interaccion del sitio uno de los nueve posibles sitios de
interaccion (tabla 3). Este se escogié basado en que es el sitio con mayor nimero de
experimentos clip con argonauta con los cuales StarBase soporta la prediccion Ademas
de que este sitio se caracteriza por estar presente en las dos isoformas de NEAT1
(épsilon y beta) en la region 1473-1492. Los resultados mostraron que no hay cambios
en la actividad de luciferasa respecto a los controles (miR-1 y scrambled) tras la
transfeccion del mimic de miR-342-3p en el plasmido con la secuencia WT y MUT
(figura 20). Con esto, concluimos que NEAT1 no es blanco de miR-342-3p en cancer de

mama a traveés del sitio 1.
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Figura 20. Ensayo de luciferasa en células HelLa por triplicado experimental A) Sitio
de interaccion de miR-342-3p con la secuencia de NEAT1. B) Actividad de luciferasa de
NEAT1-WT y NEAT1-MUT con y sin la transfeccion del mimic de miR-342-3p. Se utilizaron
cuatro grupos experimentales: Basal o sin tratamiento, una secuencia scrambled
(invitrogen), mimic de miR-1 y mimic de miR-342-3p. Los cuatro grupos fueron
transfectados con Renilla y la construccion de sitio wild type o mutante (izquierda y
derecha, respectivamente).
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NEAT1, potencial IncRNA blanco de miR-342-3p

Los resultados anteriores mostraron que NEAT1 no actla como esponja de miR-342-3p
en cancer de mama, sin embargo, no descarta una interaccion de otro tipo, por ejemplo,
una regulacion negativa de NEAT1 por miR-342-3p. Para explorar esta hipotesis, se
evaluo el efecto en la expresion de NEAT1 tras la transfeccion del mimic de miR-342-
3p. Con ello, se esperaba que si miR-342-3p puede regular negativamente a NEAT1, los
niveles de expresion del IncRNA disminuyera con la sobreexpresion exdgena del
microRNA. El resultado mostro una disminucion del 30 % de NEAT1 con la sobreexpresion
de miR-342-3p en comparacion con los controles, lo cual sugiere una regulacion
indirecta de miR-342-3p sobre NEAT1 a través de los blancos del primero, o bien, que
miR-342-3p puede tener como blanco a NEAT1 a través de otro sitio no evaluado (tabla
3) (figura 21).
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Figura 21. Efecto de la sobrexpresion de miR-342-3p reduce 30 % la expresion de
NEAT1. Se realizaron tres experimentos independientes en la linea células MDA-MB-231.
Se utilizaron cuatro grupos experimentales: células basales, lipofectamina, scrambled
y el mimic de miR-342-3p.
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NEAT1 establece una red de regulacion con ncRNAs-
RNAs en cancer de mama

Cabe senalar que los IncRNAs ademas de funcionar como esponjas de miRNAs, también
tienen la capacidad de interactuar con otros RNAs. En ese sentido, con el objetivo de
entender el papel de NEAT1 en cancer de mama, se predijeron el nimero de
interacciones posibles con otros RNAs, con los que puede competir por sitios en comun
por microRNAs. Para ello, partiendo de datos de 22 tipos de cancer en la base de datos
pan-cancer, los resultados mostraron que, en el cancer de mama, préstata, pulmon,
testicular, pulmonar, rifndn, cabeza y cuello y vejiga son los tipos de cancer con mayor
numero de interacciones posibles entre NEAT1 y ceRNAs. De los cuales destaca el
cancer de mama, ya que de acuerdo con nuestro analisis presento el mayor niUmero
de potenciales interacciones, 522 (figura 22). Este dato, ademas de sugerir una
compleja red de regulacidén encabezada por NEAT1, también sugiere su relevante
papel en este tipo de cancer. Dentro de las 522 potenciales interacciones de NEAT1

con ceRNAs, 12 de ellos muestran significancia estadistica (p<= 0.05) (figura 23).

Breast invasive carcinoma

Pancancer

Prostate adenocarcinoma

Lung squamous cell carcinoma
Testicular germ cell tumor

Kidney papillary cell carcinoma

Head & neck squamous cell carcinoma

Bladder urothelial carcinoma

Figura 22. Interacciones significativas de NEAT1 por tipo de cancer. En la grafica se
muestra el nimero de interacciones que NEAT1 tiene por tipo de cancer con microRNAs,
mRNAs y IncRNAs, siendo el cancer de mama el que mayor niumero presenta (522),
seguido de prostata (81) y pulmon (44).
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Figura 23. Interacciones significativas de NEAT1 con ceRNAs en cancer de mama.
Valor de P <= 0.05. Se muestran los RNAs con los cuales se predice una interacciéon con
NEAT1 en cancer de mama. mRNAs: GSTM2, POLN, CMYA5, SVEP1, LTBP2, ADGRAD2,
DLC1, TCF4, y TNS1. LncRNAs: MEG3 y ENSG00000226252.

De los tipos de RNAs con los que NEAT1 puede interactuar en cancer de mama, 87 de
ellos son microRNAs, de los cuales Unicamente ocho (miR-548, miR-129-5p, miR-218-
5p, miR-448, miR-146b-5p, miR-141-3p, miR-548a-3p, miR-211, miR-101, y miR-138-
5p) han sido validados funcionalmente (figura 24). Interesantemente, se identifico
que, del panel de microRNAs asociados a respuesta a tratamiento antes mencionados
[109], NEAT1 tiene sitios de interaccion con otros cinco microRNAs ademas de miR-
342-3p. Estos son: miR-141-3p, miR-200c-3p, miR-200b-3p, miR-361-3p y miR-301a-3p.
Respecto a su expresion, con los datos de TCGA de cancer de mama disponibles en
PanCancer y StarBase, se determind correlacién negativa entre la expresion de miR-
200c-3p, miR-301a-3p, miR-141-3p y miR-200b-3p con NEAT1, mientras que la
correlacion de la expresion de miR-361-a3p con NEAT1 resulto positiva. De estos
microRNAs, miR-301a-3p destaca por tener una correlacion negativa significativa (r=-

0.026, respectivamente) (figura 25).
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Figura 24. Red de NEAT1 como esponja de microRNAs en cancer de mama. Se
muestra red de interaccion de NEAT1 con microRNAs en cancer de mama de los cuales
Unicamente se ha validado una interaccion funcional con ocho: miR-548, miR-129-5p,
miR-218-5p, miR-448, miR-146b-5p, miR-141-3p, miR-548ar-3p, miR-211, miR-101, y
miR-138-5p .
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Figura 25. Correlacion de la expresion de microRNAs asociados a respuesta a
tratamiento y NEAT1 con datos de TCGA y StarBase. A) miR-200c-3p, b) miR-301a-3p,
c) miR-141-3p, d) miR-200b-3p y e) miR-361a-3p. r= >0.2 significativa para miR-301a-

3p.
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Discusion
El cancer se caracteriza por ser altamente heterogéneo, entre tipos y a nivel
intratumoral [133]. Esta heterogeneidad engloba a los RNAs no codificantes, que
modulan casi todos los procesos celulares a través de redes de interaccion que
conforman. En cancer de mama, se han descrito perfiles de expresion de IncRNAs y
microRNAs que caracterizan la heterogeneidad molecular [134, 135]. Por consiguiente,
las interacciones que conforman estan sujetas a ser especificas del contexto celular
[136]. Con ello pueden participar de manera distinta repercutiendo de manera
significativa en los hallmarks del cancer y procesos que conducen a la resistencia a
farmacos. Ademas, la especificidad de su expresion y las interacciones formadas abren

oportunidades para proponerlos como biomarcadores y blancos terapéuticos [137].

En el presente estudio se propuso evaluar una posible red de interaccion que
contribuyera al fenotipo tumoral de cancer de mama. La red propuesta esta basada
en la funcion de esponjas de IncRNAs conformada por el IncRNA NEAT1 y miR-342-3p,
ambos con antecedentes de oncogén y supresor de tumores, respectivamente, en
varios tipos de cancer [109, 110, 111, 119].

Al predecir redes formadas por esponjas de RNAs, se busca que haya una correlacion
entre la expresion de ambas, por lo que se cuantifico la expresion de los RNAs. Los
datos de expresion de miR-342-3p y de NEAT1 en las lineas celulares coinciden con los
reportados previamente, confirmando una correlacion negativa entre la expresion de
NEAT1 y miR-342-3p en cancer de mama [111, 119]. En el caso particular de NEAT1,
la expresion de la isoforma épsilon es mayor en los subtipos triple negativo y luminal
en comparacion con la isoforma beta, la cual esta mas expresada en el subtipo HER2,
datos que coinciden con los de este estudio al haber encontrado a NEAT1 MENbeta

menos expresado que NEAT1 MENépsilon [133].

Las muestras de pacientes mostraron a miR-342-3p mayormente expresado en
muestras correspondientes al subtipo triple negativo, a diferencia de lo esperado, ya
que se ha reportado a miR-342-3p mayormente expresado en los subtipos luminales y

HER2. Sin embargo, en nuestros resultados el 60 % de las muestras de pacientes triple
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negativo correspondieron a pacientes con respuesta a tratamiento sistémico, es por
esto por lo que atribuimos que miR-342-3p se encuentra sobreexpresado en este
subtipo, puesto que es un miRNA asociado a respuesta a quimioterapia [109]. Aunque,
es necesario analizar una cohorte de pacientes mexicanas mas extensa para observar
si los datos son replicables. Respecto a NEAT1, nuestros resultados mostraron una
mayor expresion del IncRNA en pacientes triple negativo, igual a lo reportado de datos
de muestras de sangre, lo cual esta asociado a caracteristicas del subtipo triple
negativo como baja sobrevida de los pacientes, quimioresistenica y fenotipo de células

madre o stemness [121].

Se ha reportado que NEAT1 tienen un papel como oncogén en cancer, a este respecto
en este trabajo se evaluo su contribucion en cancer de mama. Para ello, se realizé un
ensayo de formacién de colonias silenciando a NEAT1. Los resultados mostraron que
su silenciamiento disminuy6 la proliferacién celular, similar a lo obtenido por Shin,
V.Y. (2019) [121].

NEAT1 presenta 9 potenciales sitios de interaccion con miR-342. Con el fin de
determinar si NEAT1 es capaz de regular a miR-342-3p, se procedio a silenciar a NEAT1,
esperando el aumento de miR-342-3p, refiriéndose a su disponibilidad. Los resultados
mostraron solo una tendencia a la alta del microRNA. No obstante, observamos un
nulo efecto sobre los microRNAs usados como control positivo y negativo (miR-125a-
5p y miR-3128, respectivamente). Posteriormente, el ensayo de luciferasa demostro
que NEAT1 no tiene como blanco a miR-342-3p a través de uno de los sitios (1). Sin
embargo, se encontré una potencial interaccion de miR-342-3p y NEAT1 en la cual se
plantea que miR-342-3p tiene como blanco de regulacién negativa a NEAT1, ya sea a
través de otros sitios o por una regulacion indirecta a través de los blancos del
microRNA. Este hallazgo abre la posibilidad de estudiar a miR-342-3p y NEAT1 en otro
contexto celular en el cual el microRNA este sobreexpresado y regule a la baja el
oncogén NEAT1 pero que en un contexto como el cancer de mama triple negativo, se
pierda la regulacion. Lo anterior esta basado en el hecho que la interaccion si sucede
en otro contexto celular, como lo describié previamente Wang, L. (2019) en células

de macrofago THP-1 [122]. Es decir, la dependencia del contexto celular esta sujeta
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a varios factores. Por ejemplo; una esponja de microRNAs tiene multiples microRNAs
blancos en un solo contexto celular por lo que de acuerdo con la hipotesis de RNAs de
competencia endogenos, microRNAs con mayor abundancia pueden saturar a un
IncRNA, evitando asi que los miRNAs con menor expresion no sean secuestrados. En el
caso de NEAT1, se le ha identificado en cancer de mama como esponja de los ejes
miR-410-3p/CCND1, miR-448/ZEB1, miR-124/STAT3, miR21-RRM2 [139, 120, 140,
141]. Ademas, se ha descrito que un solo IncRNA forma interacciones con otros RNAs
como mRNAs. A pesar de ello, a la fecha, Unicamente se ha validado la interaccion de
NEAT1 con ELF3. Sin embargo, en el presente trabajo, logramos predecir que NEAT1
establece 522 posibles interacciones con otros RNAs en cancer de mama, y es este
tipo de cancer en el que mayor nimero de interacciones posibles presenta NEAT1
(figura 9). Algunos de estos RNAs destacan por su papel como oncogenes y supresor de
tumores en cancer de mama. Como oncogenes son los siguientes: POLN que es una
polimerasa susceptible de error que esta sobre expresada en cancer de mama. SVEP1,
el cual se encuentra regulado positivamente por estrogeno, AFF3 que esta
sobreexpresado en muestras de cancer de mama y esta asociado a la activacion de la
via de WNT, ADGRA2 el cual es un enhancer del receptor WNT7 promoviendo la
activacion de la via de WNT [142-145]. Como supresores de tumores destacan; MEG3
que es un IncRNA que reprime la via de PI3K/AKT, NF-KB-p53 y el proceso de EMT,
DLC1, y TNS1 al estar subexpresado aumenta la motilidad celular [146-149].

Respecto a los microRNAs, en este trabajo determinamos bioinfomaticamente que
NEAT1 tiene la posibilidad de interactuar con 87 de ellos en cancer de mama, de los
cuales, solo ocho han sido validados funcionalmente (miR-548, miR-129-5p, miR-218-
5p, miR-448, miR-146b-5p, miR-141-3p, miR-548ar-3p, miR-211, miR-101, y miR-138-
5p). A este respecto, es importante mencionar que la interaccion con estos microRNAs
puede saturar a NEAT1 afectando la interaccion de NEAT1 con miR-342-3p [150].
Asimismo, también hay que considerar que miR-342-3p puede estar sujeto a regulacion
de otros IncRNAs que actlen como esponja de este. Al predecir otros potenciales
IncRNAS con funcion de esponja de miR-342-3p, los resultados mostraron que uno de

ellos puede ser SNHG7, el cual se ha reportado que secuestra a miR-342-3p promoviendo
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la proliferacion en cancer de mama [151]. Otro fue. SNHG20, el cual secuestra a miR-
342-3p en adenocarcinoma de pulmon inhibiendo apoptosis y promoviendo proliferacion
e invasion [152]. OIP5-AS1 actla como esponja de miR-342-3p en cancer de pancreas
alterando la via AKT/ERK [153].

Es de suma importancia también recalcar que las interacciones entre RNAs pueden ser
dependientes de un estimulo especifico, por ejemplo, la resistencia a farmacos. En el
caso de NEAT1 y miR-342-3p, ambos tienen antecedentes en resistencia a quimioterapia.
Por ejemplo, las células triple negativo sensibles a tratamiento con paclitaxel y
doxorrubicina tienen una mayor expresion de miR-342-3p [154], mientras que NEAT1
subexpresado ha mostrado inducir sensibilidad a quimioterapia [121]. Por lo que, si hay
menos IncRNA, habria mas miR-342-3p y por ende mayor actividad de supresor de
tumores y/o mayor sensibilidad a quimioterapia. De tal manera, que esta regulacion

puede ser dependiente de un contexto celular en quimioresistenica.

Otro de los factores que puede contribuir a que no haya una regulacion como esponja
a pesar de haber sitios de interaccion entre dos moléculas es la presencia de
polimorfismos (SNPs) en la region semilla que comparten NEAT1 y miR-342-3p. Tal es el
caso de miR-186, un microRNA que presenta polimorfismos en cancer de mama,

ocasionando la perdida de complementariedad e interaccion [155, 156].

Como se menciond anteriormente, las interacciones RNA son tejido especificas, por lo
que existe la posibilidad de que la regulacion NEAT1-miR-342-3p suceda en un subtipo
molecular de cancer de mama no evaluado en este trabajo. Considerando, que la
isoforma de NEAT1 MENbeta es la que mayor niUmero de posibles sitios de interaccion
tiene con miR-342-3p y que esta se expresa mayormente en el subtipo HER2, es posible

que la regulacion sea especifica de este subtipo [157].

Independientemente de la regulacion de NEAT1 sobre miR-342-3p, este Gltimo es un
microRNA con un papel importante de supresor de tumores en diferentes tipos de
cancer por lo que los blancos que pueda regular en cancer de mama son de interés

para el estudio de los mecanismos post transcripcionales que contribuyen a la
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enfermedad. Los seis potenciales blancos tienen antecedentes de ser oncogenes y
correlacionar con la expresion de miR-342-3p. De ellos, TM4SF1, esta descrito como
oncogén en cancer colorrectal, ovario y mama en los cuales promueve la actividad de
la via PI3K/AKT/mTOR y Wnt/B catenina [158-160]. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos de regulacion y a través de los cuales ejerce su funcion en cancer, por lo
que al tener sitios de interaccion con miR-342-3p y correlacionar su expresion en
cancer de mama, lo hace un blanco interesante de estudio. Por otra parte, WDR77,
forma un complejo de splicing que favorece la proliferacion y migracion a través de
los genes que regula, en cancer de mama [161]. KDM6B esta sobreexpresado en el
subtipo luminal y asociado a una baja sobrevida en los pacientes. CYP51A1 es una
enzima que participa en la biogénesis del colesterol, siendo blanco de terapias
dirigidas a disminuir la produccion de colesterol en cancer de mama [162]. DTNBP1,
estimula la actividad cinasa de PI3K contribuyendo al desarrollo de cancer de pancreas
[163]. En el caso de cancer de mama solo se ha descrito estar sobreexpresado [164].
Respecto a ZNF462, pertenece a una familia de proteinas con dedos de Zinc tipo C2H2
con posible actividad transcripcional, el cual se ha mostrado estar frecuentemente

mutado (> 1% ) y con metilacion aberrante en cancer de mama [165, 166].

Finalmente, NEAT1, tiene un efecto oncogénico como se demostrd con el ensayo de
formacion de colonias, y la potencial interaccion que puede tener como esponja sobre
microRNAs asociados a tratamiento, plantea de su estudio una oportunidad para
entender los mecanismos que subyacen su asociacion a una baja sobrevida en los

pacientes y fenotipos mas agresivos de cancer de mama.
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Conclusiones

NEAT1 esta expresado en lineas celulares de cancer de mama y tiene 522
potenciales interacciones con otros RNAs.

miR-342-3p esta subexpresado en lineas de cancer de mama celulares triple
negativo.

Se identificaron los oncogenes TM4SF1, WDR77 y ZNF462, como potenciales
blanco de miR-342-3p, en cancer de mama.

El silenciamiento de NEAT1 no tiene un impacto sobre un aumento en la
disponibilidad de miR-342-3p.

La interaccion de NEAT1 y miR-342-3p no esta mediada por el sitio 1.

La evidencia no descarta una interaccion a través de otro sitio

miR-342-3p, al estar sobreexpresado, puede regular negativamente a NEAT1
como su blanco post transcripcional.

NEAT1 puede regular a miR-200c-3p, miR-301a-3p, miR-141-3p, miR-200b-3p y
miR-361a-3p, microRNAs implicados en la respuesta a quimioterapia en cancer

de mama mediante el mecanismo de esponja.
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Perspectivas

Evaluar a NEAT1 como blanco de miR-342-3p y sus posibles implicaciones en
cancer de mama.

Evaluar a SNHG7 y SNHG20 como esponjas de miR-342-3p en cancer de mama.
Evaluar funcionalmente los blancos de miR-342-3p, particularmente TM4SF1,
WDR77 y ZNF462, por su papel en cancer y correlacion significativa con la
expresion de miR-342-3p.

Determinar la interaccion de miRNAs asociados a respuesta a tratamiento ( miR-
141, miR-200b, miR-200c, miR-361 y miR-301 con NEAT1.
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