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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia maligna que se diagndstica con mayor
frecuencia y es la principal causa de muerte por padecimientos oncoldgicos en
mujeres. El Receptor de strogenos a (REa) juega un papel decisivo en la
patogénesis, pronostico y tratamiento de esta enfermedad. Dependiendo del nivel
de expresion de este receptor, los tumores mamarios pueden ser clasificados en RE
negativo (HER2 positivo y triple negativo) y RE positivo (luminal A y B). Este ultimo
grupo cuenta con aproximadamente el 70% de los tumores mamarios. Un factor
importante que contribuye al desarrollo del cancer de mama son los estrégenos. La
uniéon de estas hormonas al RE promueve el crecimiento y aumenta el potencial
oncogénico de células de cancer de mama con fenotipo RE positivo. En
consecuencia, las terapias contra esta neoplasia tienen como objetivo reducir los
niveles de estrogenos, bloquear la sefializacion a través del RE e inducir la
desestabilizacion y la degradacién del receptor. EI Tamoxifeno y el Fulvestrant son
las terapias antiestrogénicas mas comunes y efectivas para pacientes con cancer
de mama RE positivo.

Por otra parte, la proteina de unién al RNA Musashi 2 (MSI2) esta implicada en
multiples procesos bioloégicos relevantes como el inicio y la progresion del cancer,
la metastasis, el desarrollo de fenotipos cancerigenos mas agresivos y la resistencia
a la quimioterapia. De hecho, MSI2 tiene un papel regulatorio en diversas vias de
sefalizacion involucradas en la transicion epitelio mesénquima. Especificamente,
en el cancer de mama, MSI2 se une a sitios especificos en el RNA del REaq, lo que
conlleva a aumentar la estabilidad del receptor e incrementar la proliferaciéon de las
células.

Considerando lo anterior, en el presente trabajo decidimos determinar la interaccién
entre MSI2 y el REq; el efecto del estradiol y los anti-estrogenos en dicha interaccion
y en la expresion de MSI2 en células de cancer de mama.

Nuestros analisis bioinformaticos usando bases de datos publicas demostraron que
la expresidén génica de MS/2 aumentd significativamente en los tejidos tumorales

primarios y metastasico comparado con el tejido mamario normal. Especificamente,



la expresion de MS/2 esta enriquecida en tumores RE positivo en contraste con los
que carecen de este receptor. Ademas, de estos estudios se determind que la
expresion de MS/2 correlaciona positivamente la expresion del gen del REa (ESR1)
en tumores luminales. Mediante analisis de Western blot se corroboré que la
expresion de MSI2 es mayor en lineas celulares de cancer de mama RE positivo en
comparacién con las lineas que no expresan al receptor y que el Estradiol
incrementa su expresion. Ademas, mediante el silenciamiento de la expresion de
MSI2, se determind que en ausencia de esta proteina se generd un abatimiento en
la expresion proteica del REa, REB y E-cadherina. Por ultimo, Con el uso de la
técnica de ensayo de ligacion por proximidad (PLA, por sus siglas en inglés) se
determiné que MSI2 y el REa interactuan fisicamente en células de cancer de mama
RE positivo. De manera interesante, esta interaccién proteica disminuy6 cuando las
células son tratadas con Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant. Ademas, el Estradiol
favorecio la ubicacién nuclear del complejo proteico MSI2 y REa.

En conclusion, la expresion génica de MSI2 esta enriquecida en tumores RE
positivos y correlaciona con la expresion del ESR1. Las proteinas MSI2 y el REa
interactuan directamente. El uso del Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant impactan
en dicha interaccion proteica. Ademas, el Estradiol incrementa los niveles proteicos
de MSI2 y la expresion del REa, REB y E-cadherina depende de la presencia de
MSI2. Estos hallazgos contribuyen a la evidencia previa que denota a MSI2 como
un potente blanco terapéutico en el cancer de mama con subtipo molecular RE

positivo.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequently diagnosed malignancy and is the leading cause
of cancer death in women. The estrogen receptor a (ERa) plays a decisive role in
this disease's pathogenesis, prognosis, and treatment. Depending on this receptor's
expression level, mammary tumors can be classified as ER-negative (HER2-positive
and triple-negative) and ER-positive (luminal A and B). This last group accounts for
approximately 70% of mammary tumors. Estrogen is an essential factor that
contributes to the development of breast cancer. The binding of this hormone to the
ER promotes growth and increases the oncogenic potential of ER-positive breast
cancer cells. Consequently, therapies against this neoplasm aim to reduce estrogen
levels, block signaling through the ER, and induce receptor destabilization and
degradation. Tamoxifen and Fulvestrant are the most common and effective anti-
estrogen therapies for patients with ER-positive breast cancer.

On the other hand, the RNA-binding protein Musashi 2 (MSI2) is involved in multiple
relevant biological processes, such as the initiation and progression of cancer,
metastasis, the development of more aggressive cancer phenotypes, and resistance
to chemotherapy. MSI2 has a regulatory role in various signaling pathways involved
in epithelial-mesenchymal transition. Specifically, in breast cancer, MSI2 binds to
specific sites on ERa RNA, leading to increased receptor stability and cell
proliferation.

Considering the above, in the present work, we determined the interaction between
MSI2 and ERaq, the effect of Estradiol and anti-estrogens on said interaction, and the
MSI2 expression in breast cancer cells.

Our bioinformatics analyses using public databases demonstrated that MSI2 gene
expression was significantly increased in primary and metastatic tumor tissues
compared to normal breast tissue. Specifically, MSI2 expression is enriched in ER-
positive tumors in contrast to those lacking this receptor. Furthermore, these studies
determined that MSI2 expression positively correlates with the ERa (ESR1) gene
expression in luminal tumors. Western blot analysis confirmed that MSI2 expression
is higher in ER-positive breast cancer cell lines than lines that do not express the

receptor and that Estradiol increases its expression. In addition, by silencing the



expression of MSI2, it was determined that in the absence of this protein, a decrease
in the protein expression of ERa, ERB, and E-cadherin was generated. Finally, the
proximity ligation assay (PLA) technique determined that MSI2 and ERa physically
interact in ER-positive breast cancer cells. Interestingly, this protein interaction was
decreased when cells were treated with Estradiol, Tamoxifen, and Fulvestrant. In
addition, Estradiol favored the nuclear location of the MSI2 and ERa protein
complexes.

In conclusion, MSI2 gene expression is enriched in ER-positive tumors and
correlates with ESR1 expression. The MSI2 and ERa proteins interact directly.
Estradiol, Tamoxifen, and Fulvestrant have an impact on said protein interaction.
Furthermore, Estradiol increases the protein levels of MSI2, and the expression of
ERa, ERB, and E-cadherin depends on the presence of MSI2. These findings
contribute to previous evidence indicating MSI2 as a potent therapeutic target in ER-

positive breast cancer.



1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un conjunto de
enfermedades que pueden tener su origen en cualquier 6rgano o tejido en donde
células anormales crecen de manera descontrolada y adquieren la capacidad para
invadir tejido circundante y propagarse a otros érganos distantes (1).

En el afo 2000, Robert Weinberg y Douglas Hanahan propusieron que la mayoria
de los canceres compartian al menos seis caracteristicas distintivas denominadas
"Hallmarks™ o sellos distintivos que permiten la transicion de las células normales
hacia estados tumorigénicos y altamente malignos (Figura 1). Estas caracteristicas
comprenden: proliferacion sostenida, evasién de los mecanismos supresores de
tumores, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, angiogénesis,
invasién y metastasis (2).

Los sellos distintivos proporcionaron una base solida para el entendimiento y el
estudio de la biologia del cancer, estas seis caracteristicas resistieron a la prueba
del tiempo como componentes integrales de la maquinaria de los diferentes tipos de
cancer y por ello en 2011, los autores reafirmaron y nutrieron su propuesta inicial
aportando dos nuevos sellos distintivos emergentes (reprogramacién metabdlica y
evasion del sistema inmune) y dos caracteristicas facilitadoras del desarrollo
tumoral (inestabilidad gendmica y el estado de inflamacion promovido por el tumor)
(3). Recientemente, la plasticidad fenotipica y la reprogramacién epigenética se
incluyeron como factores elementales del desarrollo del cancer asi como también
se reconoce al microbioma y a las células senescentes como operadores principales
en el desarrollo de los estados neoplasicos. En conjunto, estas caracteristicas
(Figura 1) nos permiten comprender y dimensionar los complejos mecanismos del
desarrollo y progresién del cancer para asi aplicar este conocimiento a la terapéutica

del cancer (4).
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Figura 1: Sellos distintivos del cancer. Se ilustran las caracteristicas biologicas
adquiridas por las células malignas que permiten la transicion de las células
normales hacia estados tumorigénicos y altamente malignos. Tomado y modificado
de Hanahan, 2022.

1.2 Epidemiologia del cancer

El cancer destaca como un problema de salud publica en el mundo, ya que se ubica
como una de las principales causas de muerte y una enorme barrera para el
incremento de la esperanza de vida global. La Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) estimé en su ultimo reporte
en 2020 que hasta ese afo se diagnosticaron 19.3 millones de casos nuevos de
cancer y alrededor de 10 millones de decesos. En este sentido, el cancer de mama
se posicion6é como la principal neoplasia maligna diagnosticada en todo el mundo,
representando el 11.7% de todos los canceres con un aproximado de 2.3 millones
de casos nuevos. Con respecto a la mortalidad, el cancer de mama se coloco en la
quinta posicion con un estimado cercano a las 685 mil muertes superado por el
cancer de pulmén que lidera hasta ahora las estadisticas mundiales (Figura 2) (5-
7).




Debido a que en el 2020 se desatdé una pandemia generada por el sindrome

respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), virus responsable de la

enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-19), la

informacion actual es limitada

y se desconoce el alcance que tuvo la pandemia, pero dado a que la mayoria de la

atencion médica se centré en la atencion de la COVID-19, los programas de

deteccion y tratamiento del cancer fueron pasados

por alto, lo que se espera se

traduzca en el aumento en la incidencia de canceres en estadios avanzados y en

los indices de mortalidad por la falta de atencion médica (8-10).

Ambos Sexos

Mama
2 261 419 (11.7%)

Otros Canceres
8 879 843 (46%)

3932 768 (39.5%)

‘ .
2206 771 (11.4%)

Colorrectal
1 931 590 (10%)
Préstata
1414 259 (7.3%)
Estdmago

1089 103 (5.6%)
Higado

905 677 (4.79%)

Cervicouterino
604 127 (3.1%)

Total : 19 292 789

Incidencia

Otros Cénceres

Pulmén
1 796 144 (18%)

Colorrectal

935 173 (9.4%)
Pancreas

Higado
830 180 (8.3%)
Estémago
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Eséfago

Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Mortalidad

Figura 2: Distribucioén de la incidencia y mortalidad del cancer en el mundo en
2020. Se muestran el numero de casos y muertes estimadas para ambos sexos a
nivel mundial. Imagen tomada y modificada del Observatorio Global del Cancer con

datos del GLOBOCAN. Ultimo acceso febrero 2023.




1.2.1 Estadisticas del cancer de mama en México

En México el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que en
el afno 2019 se registraron 15, 286 nuevos casos de cancer de mama en la poblacion
de 20 afios y mas; de los cuales s6lo 167 casos corresponden a hombres y el resto
a mujeres. Se ha observado que en las mujeres hay mayor presencia de tumores
malignos conforme incrementa su edad, la tasa de incidencia entre las mujeres de
20 a 24 anos se estima en 1.86 casos mientras que en las mujeres de 60 a 64 se
incrementa hasta en 104.5 casos nuevos por cada 100 mil habitantes. Se reportaron
7 821 defunciones de mujeres por cancer de mama, lo que representa el 17% de
muertes por tumores malignos, colocando en primer lugar de mortalidad a este tipo
de neoplasia maligna. En la clasificacion por edad, la tasa de mortalidad en mujeres
de 20 a 29 anos es de 0.64 mientras que en mujeres mayores a 60 es de 49.08
muertes por cada 100 mil mujeres. De manera general, se puede observar que en
México tanto la incidencia como la mortalidad se ven aumentadas conforme la edad
de las mujeres; la mayoria de los casos detectados y las defunciones se concentran

en mujeres mayores de 60 afos (11).

1.3 Clasificaciéon del cancer de mama

Debido a que los canceres originados en el tejido mamario son heterogéneos vy
muestran caracteristicas variables, se han desarrollado diferentes esquemas de
clasificacion con la finalidad de proporcionar un diagnéstico certero y tratamiento
adecuado. Los perfiles histolégicos y los subtipos intrinsecos son los pilares de la

caracterizacion (12, 13).

1.3.1 Clasificacion histolégica

A grandes rasgos el cancer de mama puede clasificarse dependiendo del tejido en
donde se inicie la neoplasia maligna. Las glandulas mamarias estan conformadas
por los lobulillos productores de leche y los conductos que conectan a estos
lobulillos con el pezén. El cancer ductal invasivo (originado en los conductos) posee
una prevalencia del 70-80% mientras que el carcinoma lobulillar (inicia en los

lobulillos) es el segundo mas comun con una prevalencia del 10% (12). El resto son




subtipos histoldgicos menos frecuentes, tales como el subtipo mucinoso, cribiforme,
micropapilar, papilar, tubular, carcinomas medulares, metaplasicos y apocrinos (14,
15). Aun cuando la clasificacion histologica se basa en una amplia gama de criterios,
no permite reflejar completamente la heterogeneidad de los canceres de mama (12)
y es por ello por lo que a lo largo de los afos se han buscado marcadores
moleculares especificos para generar una clasificacion mas precisa y que integre la

heterogeneidad tumoral.

1.3.2 Clasificacion molecular: subtipos intrinsecos

A principios de la década de los 2000, Charles M. Perou y Therese Sgrlie lograron
la identificacion y clasificacién del cancer de mama en 5 grupos (luminal A, luminal
B, HER2 enriquecido, tumores de tipo basal-like y normal-like), esto dependiendo
de la expresion génica global de multiples tumores analizados. Los grupos
identificados jerarquicamente fueron separados principalmente por la expresion de
los receptores hormonales como el receptor de estrogenos (RE), receptor de
progesterona (RP) y de la expresidon del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2). De este modo, tenemos a los subtipos luminal A,
luminal B, HER2 enriquecido y los negativos a estos marcadores: canceres de
mama basal-like y normal-like (13, 16, 17). Mas tarde, en el afio 2013 se generd una
nueva clasificacion en la Conferencia Internacional de Cancer de Mama de St.
Gallen, en donde a partir del uso de marcadores moleculares como el RE, RP, HER2
y Ki67, se propusieron nuevos grupos: luminal A (RE/RP positivo, HER2 negativo y
bajo Ki67), luminal B (RE/RP positivo, HER2 negativo y alto Ki67), luminal B HER2
positivo (RE/RP positivo, sobreexpresiéon de HER2 y alto Ki67), HER2 enriquecido
(RE/RP negativo, sobreexpresion de HER2 y alto Ki67), triple negativo (RE/RP
negativo, HER2 negativo y alto Ki67) y otros subtipos triple negativos con
caracteristicas especificas (18). Actualmente, esta clasificacion (Figura 3) sigue en
uso y con la ayuda de tecnologias de alto rendimiento han logrado proporcionar

evidencia de la heterogeneidad de los canceres de mama a nivel molecular (12).




1.3.2.1 Subtipos luminales

Los canceres clasificados como luminales forman un espectro continuo de tumores
cuyas células muestran perfiles genéticos similares a células epiteliales luminales
normales de la mama; ademas, estos subgrupos se pueden dividir segun la
expresion de genes relacionados con la proliferacién (13, 16).

El subtipo luminal A es el mas comun (60-70%) y se caracteriza por expresar niveles
altos de RE, RP y bajos niveles de genes relacionados con la proliferacion celular
como Ki67. Los tumores clasificados como luminal A son comunmente de bajo
grado histolégico por lo que poseen un excelente prondstico (12, 13, 19, 20).

En el caso del subtipo luminal B es el segundo mas comun (10-20%), conserva alta
expresion del RE, RP y nula expresion de genes asociados a HER2. Posee alta
expresion del marcador de proliferacién celular Ki67 y en general son tumores de
alto grado histolégico lo que se traduce en peor prondstico que los tumores
luminales A (20-22).

El subtipo luminal B HER2 es menos comun (13-15%) y debido a que poseen la
expresion de HER2, es el subgrupo luminal con mayor grado histolégico y peor
pronéstico. Mientras que las pacientes diagnosticadas con un tumor mamario
luminal A pueden responder unicamente a la terapia hormonal, las pacientes con
tumores luminal B suelen ser candidatas a quimioterapia y terapias dirigidas contra
HER2 (20-22).

1.3.2.2 Subtipo HER2 enriquecido

El subtipo HER2 enriquecido es caracterizado por tener la sobre expresion de genes
asociados con las vias de sefalizacion de HER2. Este grupo se observa
aproximadamente en el 15% de los pacientes y esta asociado con mayor expresion
de Ki67, grado histolégico y peor prondstico en comparacion con los subtipos
luminales. Los pacientes con tumores HER2 enriquecido pueden alcanzar una tasa
de supervivencia a 10 en el 75% de los casos. Ademas, los pacientes son
candidatos para recibir una terapia combinada de quimioterapéuticos y farmacos
dirigidos contra HER2 como trastuzumab, pertuzumab o recientemente el uso de
lapatinib y neratinib (16, 19, 20, 23).




1.3.2.3 Subtipo triple negativo

Los canceres de mama triple negativos (CMTN) suelen ser de alto grado histolégico
caracterizados por la regulacion al alza de genes especificos de células mamarias
basales/mioepiteliales (16, 24). Los CMTN poseen nula expresion genética del RE,
RP y HER2, acompafiada de altos niveles de genes relacionados con la proliferacién
celular; por lo tanto, no son sensibles a la terapia endocrina o al tratamiento dirigido
a HER2 (25). Estos tumores se caracterizan por generar enfermedad metastasica
temprana y propension a metastasis extraesquelético (26).

Ensayos de expresion génica han logrado identificar seis grupos moleculares que
permiten subclasificar a los CMTN; estos son basal 1, basal 2, mesenquimatoso,
troncal mesenquimatoso, inmunomodulador y luminal receptor de andrégenos (27).
Sin embargo, debido al costo y las complejidades técnicas aun no existe un ensayo
de diagnéstico establecido para la clasificacion de estos canceres en la practica
clinica. (12, 20). Aunado a esto, el CMTN representa al subtipo con peor pronéstico
y puede presentar recaida dentro de los primeros 5 afios posteriores al diagndstico
(28). Debido a la falta de blancos terapéuticos y la complejidad de este subtipo de
cancer de mama, las bases terapéuticas son la radioterapia, la mastectomia
inespecifica y quimioterapia (29). Sin embargo, desde su aprobacion, el uso de
atezolizumab ha mostrado resultados positivos en la terapéutica contra el CMTN
metastasico con alta expresién del ligando 1 de muerte programada (PD-L1). Asi
mismo, el pembrolizumab ha demostrado prometedores resultados en CMTN en

estadios temprano y se busca su aprobacion como una terapia adyuvante (30).
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Figura 3: Clasificacion molecular del cancer de mama. El cancer de mama se
puede clasificar por la expresion de diferentes marcadores moleculares dando lugar
a 5 grupos (luminal A, luminal B, luminal B HER2, HERZ2 enriquecido y triple
negativo). Cada uno de estos subtipos cuentan con diferentes caracteristicas que
determinan el manejo terapéutico y reflejan la malignidad de los tumores.




2. ANTECEDENTES

2.1 Receptor de Estréogenos

En los tumores de mama positivos al RE, la senalizacion activa del receptor
promueve la proliferacion y; por lo tanto, es un objetivo farmacoldégico muy buscado
y explotado. El RE pertenece a la clase de receptores hormonales nucleares, los
cuales poseen la capacidad de unirse directamente al ADN, lo que les permite tener
actividad transcripcional (31) participando en la regulacién del desarrollo del sistema
reproductivo femenino, mantenimiento de la masa dsea, también esta involucrado
en la proteccion del tejido cardiovascular y del sistema nervioso central (32, 33).
Existen dos isoformas del RE (REa 'y RE), las cuales son codificadas por los genes
ESR1 y ESRZ2 residentes en los cromosomas 6 y 14, respectivamente (34-36).
Ambas isoformas participan en la regulacién transcripcional de diferentes genes,
pero solo el REa se ha asociado con el inicio y la progresién del cancer de mama
regulando genes asociados con la supervivencia celular, proliferacion y el
crecimiento tumoral; por ejemplo, genes para el receptor del factor 1 de crecimiento
similar a la insulina (/GF1R), ciclina D1, factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y la proteina anti apoptética BCL-2 (37-42). Por su parte, el papel del RE[3
en el cancer de mama sigue siendo poco claro y controvertido (43), pero se cree
que tiene propiedades anti proliferativas por lo que actua como un antagonista de
las funciones del REa (39, 44).

2.1.1 Estructura del Receptor de Estrogenos

Ambos receptores tienen una arquitectura similar que se compone de seis dominios
designados A-F (Figura 4) (45-47). Hacia el dominio N-terminal o A/B se encuentra
la funcion de activacién 1 (AF-1) encargada de la actividad transcripcional del
receptor en ausencia de ligando (44, 48). EI dominio C o dominio DBD (Dominio de
unién al ADN, por sus siglas en inglés) esta conformado por dos dedos de zinc que
permiten la unién de los receptores con secuencias especificas en el ADN, este

dominio presenta un alto grado de homologia (97%) entre las dos isoformas (34, 49-




54). En la estructura del receptor también se encuentra una region bisagra (dominio
D) que incluye una sefial de localizacién nuclear (55, 56). De igual manera, existe
un dominio de unién al ligando (dominio LBD, por sus siglas en inglés) que presenta
un 59% de homologia entre el REa y el REB (49, 50). Esta conformado por una
region de doce a hélices flexibles (H1-H12) que alberga la funcion de activacién 2
(AF-2) responsable de la activacion del receptor en presencia del ligando (57, 58).
También, contiene una segunda senal de localizacién nuclear y un sitio de
dimerizacion (59). Por ultimo, en el C-terminal se encuentra el dominio F que modula
tanto a AF-1 y AF-2, aunque su modulacién no es necesaria para la activacion

transcripcional del receptor (44, 48, 58).

AF-1 DBD H LBD/AF-2
I 1 T 1 1T 1
AF-1 DBD H LBD/AF-2
I 110 1 M1 0 1

18% 97% 30% 59% 18%

Figura 4: Representacion esquematica de la estructura del REa y REB. En el
dominio A/B se encuentra la funcién de activacion 1 (AF-1). En el C se incluye el
dominio de unién al ADN (DBD) y un sitio de dimerizacion. En el dominio D existe
una sefal de localizacion nuclear y una region bisagra (H). EI dominio E/F presenta
una segunda senal de localizacion nuclear, otro sitio de dimerizacion, el dominio de
union al ligando (LBD) y la funcion de activacion 2 (AF2).




2.1.2 Senalizacién del Receptor de Estrogenos alfa

Existen tres principales estrégenos fisioldgicos en las mujeres; Estrona, Estradiol
(17B-estradiol) y el Estriol (60). El Estradiol es el estrégeno circulante dominante y
es el responsable del crecimiento de muchos tumores mamarios (61). Cuando un
estrégeno se une al REa, el receptor sufre un cambio conformacional que resulta
en la disociacion de sus proteinas chaperonas y en su posterior homodimerizacion
(44, 62). Ademas, la unién del Estradiol permite la activacion del sitio AF-2 mediante
cambios conformacionales en las a hélices (particularmente en la hélice H12) que
revela el sitio de unidén para los coactivadores (63, 64). EI complejo (Estradiol-
homodimero) se transloca al nucleo y se une a regiones especificas en el ADN
denominadas elementos de respuesta a estrogenos (ERE) que se encuentran en
los promotores de genes regulados por el receptor. Por otro lado, mediante
interacciones con la proteina activadora 1 (AP1) y con la proteina de especificidad
1 (SP1), el complejo (Estradiol-homodimero) puede regular la expresién de genes
de regiones promotoras diferentes a ERE al interactuar con los sitios de union de
dichas proteinas (63, 64).

La completa regulacion génica ocurre cuando el homodimero interactua con los
correguladores y se crea un complejo transcripcional en el ADN (65). Los
correguladores influyen directamente en la expresion de los genes diana ya que
pueden ser coactivadores o correpresores (66). Ademas de la via de sefalizaciéon
mediada por el ligando, el REa puede activarse por factores de crecimiento y

proteinas cinasas que controlan el estado de fosforilacion del REa (67).

2.2 Terapia hormonal

El Tamoxifeno es considerado el tratamiento estandar de oro para canceres de
mama (68), desde su aprobacion en 1977, ha sido utilizado en la practica clinica y
monopoliza la terapia anti estrogénica ya que actualmente se usa para el
tratamiento de todas las etapas del cancer de mama RE positivo en mujeres pre y
post menopausicas. Ademas, el Tamoxifeno es usado para el tratamiento del cancer
de mama masculino y para la prevencion del cancer de mama en mujeres con alto

riesgo de desarrollar esta neoplasia maligna (69-73).




Inicialmente, el Tamoxifeno era considerado un antiestrogénico que reducia los
efectos inducidos por los estrogenos al bloquear al REa en los tejidos mamarios,
pero mas tarde se evidencioé que el Tamoxifeno tenia una funcién agonista en otros
organos diferentes a la mama como el endometrio, higado y huesos, lo que llevé a
clasificar a esta y a otras moléculas como moduladores selectivos de los receptores
de estrogenos (SERM, por sus siglas en inglés) (45, 74-78). Los estudios
farmacologicos del Tamoxifeno sugieren que es metabolizado por diferentes
enzimas del citocromo P450 (CYP2D6 y CYP3A4/3A5) y da lugar a tres metabolitos
activos: 4-hidroxitamoxifeno, N-desmetiltamoxifeno y 4-hidroxi-N-
desmetiltamoxifeno, también conocido como endoxifeno (79-81). De este modo, el
Tamoxifeno es considerado un profarmaco y su actividad anticancerigena es debida
a su metabolito activo 4-hidroxitamoxifeno y su analogo desmetilado, endoxifeno
(79, 81). El mecanismo de accion del Tamoxifeno es complejo, pero en resumen
cuando el estrogeno se une al REa permite que la H12 tape y selle al ligando dentro
del LBD, lo que conduce a la apertura del sitio AF-2 y la unién del corregulador a
través de motivos LXXLL. Por el contrario, cuando el Tamoxifeno se une al REq, la
cadena lateral del farmaco provoca un cambio conformacional entre las hélices 11
y 12 evitando que la H12 cubra al LBD. Este cambio permite que H12 alcance y
obstruya el sitio de union de los coactivadores en la region estatica del sitio AF-2
mediante su propio motivo LXXML (82). Esto evita que las proteinas coactivadoras
se unan y a su vez permite el reclutamiento de correpresores y la formacion de un
complejo transcripcional silenciador (83).

Se ha puntualizado que la expresion diferencial de los correguladores en el tipo de
tejido, es una de las razones por las que el Tamoxifeno presenta actividades
antagonistas en tejidos mamarios y agonistas en tejidos como el endometrio. Por
ejemplo, se ha descrito que en el utero el coactivador (NCOA1, también conocido
como SRC-1) altamente expresado es el responsable del efecto agonista del
Tamoxifeno (84-86). Por otro lado, también se ha demostrado que la activacion
independiente de ligando mediada por el sitio AF-1, desempena un papel importante
en las acciones agonistas del Tamoxifeno en los tejidos endometriales (45). Aunque

es cierto que el Tamoxifeno ha disminuido enormemente las tasas de mortalidad




por cancer de mama en todo el mundo, el uso de este analogo esta asociado con
efectos secundarios como anomalias menstruales, fenémenos tromboembdlicos y
cancer de utero (87, 88), por lo que generalmente se prescribe durante 5 afios
seguidos; sin embargo, hay estudios que demuestran que una terapia adyuvante de
hasta 10 afios es mas beneficiosa para reducir la mortalidad y la recurrencia de la
enfermedad (89).

Sin embargo, existe recurrencia de aproximadamente en el 30% de las pacientes
con cancer de mama temprano dentro de los 15 afios posteriores al tratamiento con
Tamoxifeno (90). Se ha detallado que existen factores genéticos que influyen en la
variabilidad en la respuesta al Tamoxifeno como las variaciones en el gen CYP2D6
(91, 92). Todas las enzimas en la via metabdlica del Tamoxifeno estan codificadas
por genes polimorficos, particularmente CYP2D6 tiene mas de 100 variantes
distintas (93), por lo tanto, esta variabilidad genética da como resultado una enorme
variacion fenotipica que podria estar relacionada con la actividad metabdlica y la
efectividad del Tamoxifeno en las pacientes (94).

Debido a la resistencia a la terapia con Tamoxifeno que presentan algunos
pacientes y que un gran porcentaje de estos canceres continuan dependiendo de
las vias de crecimiento mediadas por el RE; se condujo al descubrimiento de
compuestos esteroideos con cadenas laterales largas con actividades
antiestrogénicas en los tumores mamarios resistentes (95, 96). Particularmente, el
Fulvestrant o es un analogo 7a-alquilsulfinilo del 17B-estradiol que inhibe de forma
competitiva la union del Estradiol al RE con una afinidad del 89% y superior a la del
Tamoxifeno (2.5%), ambos en comparacion con la del propio ligando. Este analogo
es considerado el primer antagonista del RE con actividad antiestrogénica pura,
debido a la falta de agonismo en todos los tejidos (97-103).

El Fulvestrant se une a los monémeros de los RE y evita su dimerizacion, lo cual
impide la activacién del receptor y bloquea su localizacién nuclear (104-106). Por
ultimo, el Fulvestrant unido al REa genera un complejo inestable que promueve la
degradacion del receptor mediante la via ubiquitina-proteasoma (107-112) (Figura
5).




Por lo tanto, el resultado global del Fulvestrant es un efecto antiestrogénico puro
que bloquea la actividad de los genes regulados por los estrogenos asociados con
la progresion, invasidon, metastasis y angiogénesis en tumores mamarios (61, 100,
113-115).

Debido a los métodos de deteccidn temprana, el cancer de mama es diagnosticado
en su mayoria en etapas tempranas. El régimen terapéutico implica, ademas de
cirugia, terapia adyuvante. La terapia hormonal juega un papel importante; sin
embargo, los pacientes pueden presentar resistencia de novo o adquirida durante
el tratamiento y pueden generar una enfermedad mas agresiva y metastasica (116)
Por lo cual, el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos y métodos de deteccién

temprana es imperativo.
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Figura 5: Efecto del Tamoxifeno y del Fulvestrant en la via del Receptor de
Estrogenos. El Estradiol (E2) se une con el REa lo que provoca su dimerizacion y
translocacion al nucleo, en donde a través de la interaccion con coactivadores (CoA)
se promueve la transcripcion de genes diana mediante la union directa a elementos
de respuesta a estrogenos (ERE) u otras regiones en los promotores como los
elementos de respuesta a factores de transcripcion (TFRE) mediado por la proteina
de activacion 1 (AP1) o la proteina de especificidad 1 (SP1). Por su parte, el
Tamoxifeno (Tam) genera el reclutamiento de correpresores (CoR) que regulan a la
baja la expresion de los genes diana, mientras que el Fulvestrant (Ful) impide la
dimerizacion y la translocacion al nucleo del REa, lo que promueve la degradacion

del receptor.




2.3 Receptor de Estrégenos alfa y Musashi 2

Actualmente se tiene gran conocimiento sobre el potencial oncoldgico del REa, pero
existen procesos regulatorios que aun no se entienden por completo. En este
sentido, se ha descrito que la proteina de unién al ARN Musashi 2 (MSI2) posee
efectos importantes sobre la expresién y regulacion transcripcional del REa (117).
MSI2 pertenece a la familia de proteinas de unién al ARN (RBP), las cuales son un
grupo de mas de 1500 miembros (en humanos) (118) que tienen un papel
fundamental en la estabilidad, empalme, eficiencia de traduccion, localizacion
celular, y en general, la coordinacién del ciclo de vida de diferentes ARN mensajeros
(119). El gen que codifica para la proteina de MSI2 se encuentra localizado en el
cromosoma 17922 (120) y produce 4 diferentes transcritos de ARN que resultan en
4 isoformas (MSI2a, MSI2b, MSI2c y MSI2d) (121). Todas las isoformas contienen
una arquitectura molecular similar de regiones conservadas (Figura 6). Poseen dos
motivos de reconocimiento de ARN (RRM1 y RRM2), los cuales se unen al extremo
3" UTR de los ARN diana. Se ha demostrado que RRM1 contribuye en mayor
medida a la especificidad y energia de unién, mientras que RRM2 tiene un papel de
apoyo (122). Estudios sugieren que la capacidad regulatoria de la traduccién de
MSI2 depende de cofactores adicionales debido a que la proteina no posee
actividades enzimaticas, pero estos mecanismos aun no han sido bien descritos
(123). Otro dominio, compartido entre las 4 isoformas, se encuentra ubicado en la
mitad del C-terminal; esta regién le permite a MSI2 interactuar con la proteina de
union a poli-A (PABP) interrumpiendo el inicio de la traduccién al evitar que PABP
interactue con el factor de iniciacion de la traduccién eucariota 4 gamma (elF4G)
(124). En general, la evidencia sugiere que la regulacién de la traduccion de ARN
mensajeros depende no solo de las isoformas de MSI2, sino de sus estados de

fosforilacién y el contexto celular (121, 125, 126).
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Figura 6: Representacion esquematica de las isoformas de MSI2. Las 4
isoformas de MSI2 poseen una arquitectura similar de regiones altamente
conservadas. Comparten dominios de reconocimiento al ARN (RRM1 y RRM2) que
interactuan con sitios especificos de los ARNm diana. También comparten un
dominio de interacciéon con la proteina de uniéon a la cola de Poli-A (PABP)
relacionada con el control del inicio de la traduccion de los mensajeros diana.

La expresion de MSI2 fue relacionada con el cancer, cuando en 2010 se demostré
que MSI2 juega un rol importante en la leucemia mielégena crénica al favorecer la
progresion hacia una crisis blastica mediante la regulacion negativa de la via Numb
(127). Posteriormente, se ha documentado que MSI2 se encuentra sobrexpresado
en una gran variedad de tumores, entre los que destacan los tumores en tejidos
reproductivos como ovario (128, 129), cuello uterino (6, 130, 131) y mama (117,
121, 132, 133), entre otros.

Existe vasta evidencia que demuestra que MSI2 participa en la regulacién de
diferentes vias de sefalizacion relacionadas con la transicidn epitelio mesénquima,
lo cual relaciona a MSI2 con estadios avanzados en diversos tumores malignos

(134). Sin embargo, se ha confirmado que la sobre expresién de MSI2 en el cancer




de mama se encuentra relacionada con mayor supervivencia libre de recurrencia y
supervivencia general en comparacion con pacientes con bajos niveles de MSI2. En
ese mismo estudio, se demostrd también que MSI2 se une a sitios especificos del
ARN mensajero del REa aumentando su estabilidad; y que en células con MSI2
silenciado se generaba una caida en la expresion de este receptor y de genes
estrogeno dependientes. Ademas, se demostr6 que MSI2 forma complejos
proteicos con al menos 126 proteinas en células de cancer de mama RE positivo;
especificamente, ELAVL1 inmunoprecipité con MSI2 (117).

ELAVL1 es una proteina de union al ARN que participa en la estabilidad del factor
de transcripcion GATAS3, un blanco del REq, y se correlaciona con el prondstico en
pacientes con cancer de mama, lo que indica que MSI2, ademas de su funcion como
RBP, es capaz de interactuar con otras proteinas y asi contribuir en la fisiopatologia
del cancer de mama (135, 136).

Recientemente se demostré que el REa interviene en el empalme alternativo de la
proteina de unién al factor de transcripcion X-box (XBP1); asi como, la traduccién
del factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4 gamma 2 (elF4G2) y de la
proteina antiapoptética leucemia de células mieloides 1 (MCL1), implicados en la
respuesta celular al estrés. Lo que indica que, al igual que MSI2, el REa funciona
como RBP (137).

Con respecto al REa se ha demostrado que interactua con alrededor de 150
proteinas entre las que se incluye a MSI2 (138). Cabe destacar que dichas
interacciones fueron identificadas en complejos proteicos mediante analisis de
inmunoprecipitacién y espectrometria de masas. Sin embargo, la interaccion directa

entre MSI2 y REa no ha sido estudiada.




3. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En el cancer de mama, el REa es considerado como un indicador del estado epitelial
y Su expresion se asocia con buen prondstico. Las terapias antiestrogénicas como
el Tamoxifeno y el Fulvestrant se dirigen contra este receptor, estos antineoplasicos
reducen significativamente la progresion de la enfermedad y su uso se relaciona
con un impacto favorable en la supervivencia de las pacientes.

Por otra parte, MSI2 esta sobreexpresado en tumores mamarios con fenotipo RE
positivo e interactua directamente con el ARN mensajero del REa aumentando su
estabilidad. El silenciamiento de MSI2 resulta en la disminucion del REa y la
regulacion de genes estrogeno dependientes. Algunos estudios sugieren que el
REa y MSI2 interactuan en complejos proteicos.

Sin embargo, la correlacidén en la expresidén génica de ambas proteinas en tejidos
neoplasicos, el papel de MSI2 en el mantenimiento del estado epitelial, su
regulacion por ligandos agonistas y antagonistas del RE, asi como la posible
interaccion directa entre MSI2 y el REa aun no ha sido completamente descrita. Por
lo cual, profundizar en la relacion entre MSI2 y el REa ampliaria el conocimiento
sobre los mecanismos y la importancia clinica de MSI2 en el cancer de mama con

fenotipo RE positivo.




4. HIPOTESIS

Las proteinas MSI2 y el REa interactuan fisicamente en células de cancer de mama
RE positivo y dicha interaccion se vera afectada por el uso del Estradiol, Tamoxifeno

y Fulvestrant.




5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar la interaccién proteica entre MSI2 y el REa en células de cancer de mama

RE positivo.

5.2 Objetivos Particulares

Comparar la expresion génica de MS/2 en tejidos mamarios normales y tumorales.

Comprobar la correlacion entre la expresion génica de MS/2 y del ESR1 en tejidos

mamarios cancerigenos.

Caracterizar la expresion de MSI2 en células de cancer de mama con diferente

subtipo molecular.

Establecer el efecto del Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant en la expresion proteica

de MSI2 en células de cancer de mama RE positivo.

Generar lineas celulares estables con silenciamiento proteico de MSI2 y evaluar el

efecto de la ausencia de MSI2 sobre la expresion del REa, REB y E-cadherina.

Determinar la interaccion fisica entre MSI2 y REa en la linea celular de cancer de
mama MCF7.

Analizar el efecto del Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant en la interaccion proteica
de MSI2 y el REa.




6. MATERIAL Y METODO

6.1 Reactivos

Los diferentes medios de cultivo, las enzimas de restriccion EcoR1 (ER0271) y Xbal
(ER0681), el anticuerpo secundario anti-raton (62-6520, ZIMED) y la fluoresceina
Faloidina (F432) se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EE.
UU.). El suero bovino fetal (SFB) fue de HyClone Laboratories Inc. (Logan, UT, EE.
UU.). De Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE. UU.) se obtuvieron: 17p-Estradiol
(E8865), Fulvestrant (14409), 4-Hidroxitamoxifeno (H6278), Sulforodamina B
(230162), Duolink in Situ Red Starter Kit (DU0O92101), Buffer de Carga de ADN 6X
(11541575), marcador de peso molecular 1Kb (D0428) y el sustrato Inmobilon
Western (WBKLS0500). De Santa cruz Biotechnology, Inc (Dallas, TX, EE, UU.) se
obtuvieron: Buffer RIPA (sc-24948A), Puromicina (sc-108071B), los anticuerpos
monoclonales de ratén anti-MSI2 (sc-517212), anti-Actina (sc-47778), anti-REa (sc-
8002), anti-RER (sc-6820) anti-E-cadherina (sc-8426) y el anticuerpo policlonal de
conejo anti-REa (sc-543). Para la extraccién y purificacion de los ADN plasmidicos
se utilizdé el kit Wizard Plus Maxipreps DNA Purification System, obtenido de
Promega (Madison, WI, EE, UU.). Por ultimo, el reactivo para el ensayo de deteccién
de proteinas (5000006) se obtuvo de Bio-Rad Laboratories Inc (Hercules, CA, EE.
UU.) y los anticuerpos secundarios cabra anti-raton (62-6520) y cabra anti-conejo
(65-6120) se obtuvieron de Zymed.

6.2 Lineas Celulares

Las lineas celulares de cancer de mama con fenotipo luminal A (MCF7 y T-47D),
luminal B (BT4T4 y MDA-MB-361), HER2 enriquecido (SKBR-3) y triple negativo
(MDA-MB-231) se cultivaron siguiendo las indicaciones del proveedor ATCC
(American Type Culture Collection) y fueron mantenidas a 37°C con una atmdésfera
de 5% de CO2y 95% de humedad.




6.3 Analisis bioinformatico

Para determinar la expresion de MSI2 en diferentes tejidos mamarios, se obtuvo la
informacion gendmica a partir de la plataforma UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/).
De dicho portal se tomaron y procesaron los perfiles de expresion génica de datos
publicos provenientes del TGCA (The Cancer Genome Atlas) y del GDC (Genomic
Data Commons). La expresién génica de MSI2 se analizd en tejidos normales,
tejidos tumorales y metastasicos, su comparacion en los subtipos moleculares de

cancer de mama vy la correlacién con el ESR1.

6.4 Tratamientos

Las células MCF7 fueron tratadas con 17B-Estradiol (1x10-° M), 4-Hidroxitamoxifeno
(1x10°7 M) y Fulvestrant (1x107 M) durante 45 minutos, 24 horas y 48 horas. Los
diferentes tratamientos se realizaron en medio DMEM sin rojo de fenol
suplementado al 10% con suero bovino fetal (SFB) tratado con Carbdn y Dextrano.
Al final de las incubaciones, las células se cosecharon, lavaron y procesaron segun

los diferentes analisis para los que se emplearon.

6.5 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Las cajas de cultivo con las diferentes lineas celulares y con los distintos
tratamientos se lavaron con 3 ml de PBS 1X (137 mM NaCl, KCI 2.7 mM, NaH2PO4
10 mM, KH2POsy 2 mM, pH 7,4); posteriormente, las células se rasparon en 1 ml
de PBS 1X, la suspension se colecto en tubos de 1.5 mly se centrifugd por 2 minutos
a 2,000 rpm. Una vez centrifugado, el botén celular fue lisado mediante agitacion en
Vértex con 150 pl de buffer RIPA. Por ultimo, el homogeneizado se centrifugd a
13,000 rpm en microcentrifuga y el sobrenadante se transfirié a un tubo de 600 pl
correctamente etiquetado. Los lisados celulares se mantuvieron en refrigeracion a -
90°C.

La concentracion de proteinas fue determinada mediante el método de Bradford en
placas de 96 pozos. Posteriormente, una curva estandar se llevd a cabo con

albumina de suero bovino con concentraciones entre 0 hasta 2.5 ug/pl. Las lecturas




de absorbancia a 595 nm se analizaron en un lector de placas Epoch de la marca

BioTek. Tanto la curva como las muestras se midieron por triplicado.

6.6 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

Para realizar la separacion de las proteinas por su peso molecular, se utilizaron 50
Mg de proteinas totales a las cuales se les afiadidé un volumen de buffer Laemmli 2X
(Tris-HCI 120 mM pH,6.8, SDS 4%, 20% al glicerol, 1% de B-mercaptoetanol y
0.02% de azul de bromofenol) a una concentracién final de 1X. Las muestras se
calentaron a 96°C durante 1 minuto y se separaron en geles de poliacrilamida-SDS
al 10%. El gel separador (pH 8.8) se prepard con una mezcla de acrilamida al 10%,
bis-acrilamida al 1%, Tris 375 mM y 0.1% de SDS. El gel concentrador (pH 6.8) se
prepard con una mezcla de acrilamida al 4%, bis- acrilamida al 0.1%, Tris 125 mM
y SDS al 0.1%. Para lograr la polimerizacién, a ambos geles se afiadieron persulfato
de amonio al 0.05% y TEMED al 0.003%. La separacién de proteinas se realizé con
medio de electroforesis (Tris base 25 mM, glicina 190 mM, 0.1% de SDS) pH 8.3 a

un voltaje constante de 90 V durante 3 horas.

6.7 Analisis de proteinas mediante Western blot

Una vez separadas las proteinas electroforéticamente se transfirieron a membranas
de PVDF previamente activadas durante 1 minuto en metanol. La transferencia se
realizd6 en medio de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 190 mM y 20% de
metanol) pH 8.3 a un voltaje constante de 35 V durante 16 horas. La transferencia
de las proteinas se corroboré mediante la tincién de la membrana con una solucion
de rojo de Ponceau al 0.5% en acido acético al 2% durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, con la finalidad de reducir las interacciones inespecificas
de los anticuerpos, las membranas se lavaron y se bloquearon en leche descremada
sin grasa al 5% en TBS-T (Tris base 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5y 0.1% de Tween)
durante toda la noche. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces
durante 20 minutos con TBS-T. Posterior a los lavados, las membranas se
incubaron en agitacién con los diferentes anticuerpos primarios (MSI2 1:800, REa
1:200, REB 1:200, E-cadherina 1:500 y B-actina 1:1000) durante toda la noche a




una temperatura de 4°C. Las membranas fueron lavadas en 3 ocasiones durante 10
minutos con TBS-T con la finalidad de retirar el excedente de anticuerpo y
posteriormente se incubaron durante al menos 2 horas con el anticuerpo secundario
anti-raton a una proporcién de 1:30,000. Una vez transcurrida la incubacién con el
anticuerpo secundario, las membranas se lavaron 2 veces con TBS-T. Por ultimo,
las proteinas fueron detectadas mediante quimioluminiscencia usando el reactivo
Immobilon Western como sustrato y el equipo Gel Logic 100, kodak®.

Las imagenes obtenidas fueron procesadas en el programa ImagedJ (NIH, Bethesda,
MD, USA) con la finalidad de cuantificar la expresién de las diferentes proteinas
midiendo su densidad optica. Los resultados fueron normalizados usando la

expresion constitutiva de la p-actina.

6.8 Descripcion del vector para el silenciamiento de MSI2

El silenciamiento de la proteina MSI2 fue realizado con el vector lentiviral MSI2
Human shRNA Plasmid Kit (TL303128) de la marca Origene (Rockville, MD, EE.
UU.). El kit contiene 4 viales con 5 ug de diferentes constructos de shRNA
codificados en vectores lentivirales y un vial con un constructo que tiene una region
de shRNA no especifica que funciona como control negativo (TLR30021). Cada
constructo de shRNA se encuentra dirigido por el promotor U6 (polimerasa Ill) que
controla la expresion en células de mamiferos. El producto de la expresion de los
shRNAs genera un RNA interferente (RNAI) adecuado para el silenciamiento de
genes de manera transitoria y a largo plazo. De igual manera contienen un marcador
de resistencia a cloranfenicol para seleccion bacteriana, un marcador de seleccion
para la transfeccion celular de Puromicina controlado por el promotor SV40 y una
region que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) dirigido por el
promotor CMV (Figura 9).

Los casetes que codifican para los diferentes shRNAs estan conformados por las
hebras sentido de 29 nucleétidos y anti-sentido del mismo numero de nucledtidos.
Las cuales se encuentran conectadas por una secuencia corta que da forma a la

horquilla caracteristica de este tipo de RNA. Estos constructos se encuentran




enmarcados en dos regiones de corte para las enzimas EcoR1 y Xbal que son

convenientes para su validacion.

Las secuencias de los diferentes shRNA especificos son:

TLR303128 A: GCCACGGCATAGCTGGACCTTTGATTGCA
TLR303128 B: TTATCGGTGGACTGAGCTGGCAGACCTCA
TLR303128 C: CCACCATGAGTTAGATTCCAAGACGATTG
TLR303128 D: GACCTCACCAGATAGCCTTAGAGACTATT

Debido a que los 4 plasmidos codifican para diferentes RNA interferentes, todos

(incluyendo el control negativo) se amplificaron en bacterias.
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6.9 Preparacion de bacterias competentes

Una colonia unica de bacterias E. Coli de la cepa DH5a se inoculé en 250 ml de
medio SOB (0.5% de extracto de levadura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2.5 mM
de KCl y 20 mM de MgSO4) por 16 horas en agitacion a 200 rpm a 29°C.
Posteriormente, cuando el cultivo tuvo una densidad éptica (D.O.)seonm menor o igual
a 0.26, se centrifugé a 800 rpm durante 10 minutos. Una vez centrifugado, el
sobrenadante se deseché y el boton celular se resuspendié en 80 ml de solucion
tampén CCMB80 (10 mM de KOAc pH 7.0, 80 mM de CaCl2.2H.0, 20 mM de
MnCI2. 4H20, 10 mM de MgCI2.6H20 y 10% de glicerol) frio y a pH 6.4. Las células
bacterianas se incubaron durante 20 minutos en hielo y a continuacién se volvieron
a centrifugar bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Por ultimo, el
botén celular se resuspendié en 20 ml de solucion tampon CCMB80 y se tomaron
alicuotas de 1 ml que fueron colocadas en criotubos para posteriormente
congelarlos a -70°C no sin antes dejarlas en un bafo frio con etanol y hielo seco

durante 1 hora.

6.10 Transformacion de bacterias competentes

De una alicuota de bacterias competentes se tomaron 50 pl y se colocaron en 5
tubos de 1.5 ml, uno para cada constructo. Posteriormente, 0.1 ug de los ADNs de
interés se adicionaron y se mezclaron suavemente para posteriormente dejarlos en
hielo durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, las bacterias se incubaron
durante 60 segundos en un bafo de agua a 42°C. Una vez hecho este ultimo paso,
a cada tubo se le anadieron 250 pl de medio SOC (0.5 % de extracto de levadura,
2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 20 mM de MgSOs4 y Glucosa 20
mM) y se volvieron a incubar durante 60 minutos en agitacion a 37°C.
Consecutivamente, se sembraron 25 ul de cada tubo en cajas Petri con medio SOB-
agar (0.5 % de extracto de levadura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2.5 mM de
KCI, 20 mM de MgSOa4 y 1.5% de agar bacteriolégico) con antibiético (34 ug/ml de
cloranfenicol) para seleccionar las bacterias transformadas y se dejo incubar por 20
horas a 37°C. Posteriormente, una colonia bacteriana aislada se pic6 de cada caja

y se transfirio a 250 ml de medio SOB con cloranfenicol. Estos nuevos cultivos se




incubaron a 37°C en agitacién (300 rpm) con suficiente aireacion por alrededor de
10 horas. Por ultimo, alicuotas de 1 ml de cada cultivo se tomaron y se les afiadieron

200 pl de glicerol al 1.5% para posteriormente congelarlas a -70°C.

6.11 Maxipreparaciéon

Para la extraccién y purificacion de los ADNSs se utilizé el kit Wizard® Plus Maxipreps
DNA Purification System, de la marca Promega. De acuerdo con el protocolo del
fabricante, los cultivos bacterianos de 250 ml transformados con los ADNs de interés
se centrifugaron a 5,000 rpm durante 20 minutos; posteriormente, los
sobrenadantes se desecharon y los botones celulares se resuspendieron en 15 ml
de la solucién de re-suspension. Después, 15 ml de la solucion de lisis se agregaron
y se incubaron por 20 minutos. Inmediatamente, 15 ml de la solucién neutralizadora
se afadieron y se centrifugaron a 11,000 rpm por 20 minutos. Los sobrenadantes
obtenidos se filtraron usando papel Whatman y a los filtrados se les afiadié 0.5
volumenes de isopropanol. Se centrifugaron nuevamente a 11,000 rpm vy al final, se
resuspendieron los botones con 2 ml de buffer TE 1X (10 mM de Tris-HCI pH 7.5 y
1 mM EDTA pH 8.0). Inmediatamente, 10 ml de resina se afadieron y los extractos
se transfirieron a columnas conectadas a un sistema de vacio y transcurridos unos
segundos, se adicionaron 25 ml de la solucién de lavado. Se prosiguio a adicionar
5 ml de etanol al 80% y se dejo drenar en el sistema de vacio durante 1 minuto.
Transcurrido el tiempo, las columnas se colocaron dentro de tubos de 50 ml y se
centrifugaron a 2,500 rpm en un rotor con cubetas oscilantes. Las columnas se
conectaron al sistema de vacio por 5 minutos y; subsecuentemente, las columnas
fueron colocadas a nuevos tubos de 50 ml (contenidos en el kit) y se adicionaron
1.5 ml de agua libre de nucleasas precalentadas (65 - 70°C). Después de un minuto,
los diferentes ADNs se eluyeron centrifugando los tubos de 50 ml (con las columnas
dentro) a 2,500 rpm por 5 minutos en una centrifuga con rotor de cubetas oscilantes.
Los eluidos obtenidos se filtraron y se colectaron en tubos de 1.5 ml mediante el uso
de jeringas con extension Luer-Lok conectadas a filtros Nalgene de 0.2 ym. Por
ultimo, estos tubos se centrifugaron a 11,000 rpm por 2 minutos para asegurarnos

de eliminar todos los restos de resina del ADN e inmediatamente, los sobrenadantes




se transfirieron a nuevos tubos y los diferentes extractos de ADN ya purificados se

reservaron a -20 °C para su posterior validacion.

6.12 Validacion del ADN de los vectores lentivirales.

Los distintos extractos de ADN se cuantificaron midiendo su absorbancia a 260 nm
y la calidad se evaludé midiendo la relacion 260/280 y 260/230. Ambas valoraciones
se realizaron con el equipo NanoPhotometer N50. Posteriormente, una digestion
enzimatica doble se realiz6é durante 3 horas con EcoR1 y Xbal. Los ADNs digeridos
fueron separados por electroforesis en gel de TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA)
y agarosa al 1%. Se tomd 1 ug de los ADNs digeridos y se les anadié buffer de
carga con bromuro de etidio a una concentracion de 5ug/ml. La separacion
electroforética del material genético se realiz6 a un voltaje constante de 90V durante
2 horas en buffer TBE. El peso de las bandas se determind cualitativamente con un

marcador de peso molecular de 1Kb.

6.13 Transfeccion de células de cancer de mama

Las células T-47D fueron sembradas en cajas Petri de 100 mm y se mantuvieron en
su medio especifico, bajo las condiciones éptimas de cultivo. Cuando se tuvo una
confluencia del 80%, las células fueron despegadas con tripsina y centrifugadas
para obtener el pellet. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en medio
Opti-MEM vy contadas (son necesarias 6,000,000 de células). Posteriormente, las
células fueron colocadas dentro de una cubeta (Gene pulser®) con 1 ml de Opti-
MEM y 80 pg del ADN de interés. La cubeta fue colada dentro del equipo
(GenePulser MXcell®) y se dio un pulso de electroporacion a 350 V, 550 de
capacitancia, 50 de resistencia y una duracion de 50 ms.

Para analizar el éxito de la transfeccién, 72 horas después, las células fueron
analizadas en un microscopio de fluorescencia para corroborar la expresion de la
proteina verde fluorescente que nos indica la correcta integracion de ADN
plasmidico. Posteriormente, las células fueron mantenidas durante cuatro semanas

en medio DMEM con 0.2 pg/ml de Puromicina (antibiotico de seleccion).




6.14 Ensayo de ligacién por proximidad

Para determinar la interaccion proteica entre MSI2 y el REa se usoé la técnica de
ensayo de ligacion por proximidad (PLA, por sus siglas en inglés), la cual permite el
analisis de interacciones proteina-proteina de manera in situ a distancias menores
de 40 nm. El ensayo se realizd siguiendo las indicaciones del proveedor.
Brevemente, en camaras de 16 pozos se sembraron 10,000 células (178599, Nunc
Lab-Teck, Thermo Scientific) en medio DMEM con suero fetal bovino al 10% durante
24 horas y se incubaron a 37°C en una atmdsfera de 95% de aire y 5% de CO..
Posteriormente, las células se trataron durante 45 minutos con Etanol (0.01%),
Estradiol (1x10° M) Tamoxifeno (1x107 M) y Fulvestrant (1x107 M). Estos
tratamientos fueron preparados en medio DMEM sin rojo fenol y con suero fetal
bovino al 10% tratado con carbdn y dextrano. Posteriormente, las células se lavaron
dos veces durante 5 minutos con PBS frio, se fijaron durante 20 minutos con PBS/
Paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% durante 10
minutos. En seguida, las células se lavaron 3 veces por 5 minutos con TBS-T al
0.05% e inmediatamente se bloquearon con 40 pl de solucion de bloqueo (Duolink
Blocking Solution (1X), (DUO82007) durante 1 hora a 37 °C en camara de humedad
y se incubaron durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios:
monoclonal de ratéon contra MSI2 1:100 monoclonal de conejo contra REa 1:100
previamente diluidos en Duolink Antibody Diluent (1X), (DUO82008). Para la
deteccién de los anticuerpos primarios, las células fueron lavadas 2 veces por 5
minutos con la solucion de lavado A (Duolink In Situ Wash Buffers, Fluorescence,
DUO82049) y posteriormente incubadas durante 1 hora a 37 °C con las sondas de
PLA contra conejo (Duolink In Situ PLA Probe Anti-Rabbit PLUS, DU0O92002) y
raton (Duolink In Situ PLA Probe Anti-Mouse MINUS, DUO92004) en una dilucion
1:5 en la solucién de dilucion de anticuerpos.

Después del tiempo de incubacién con las sondas de PLA, las células se lavaron 3
veces durante 5 minutos con la solucion de lavado (A) y a partir de este punto, se
utilizaron los diferentes reactivos que se incluyen en el kit con el nombre de Duolink

In Situ Detection Reagents Red, (DUO92008). Las células se incubaron durante 45




minutos a 37°C con la solucién de ligacion (DUO82009) diluida 1:5 en agua
inyectable. Esta solucién contiene a los oligonucleotidos de conexidon que hibridan
con las sondas de PLA y a todos los componentes necesarios para ligacién, con la
excepcion de la enzima (ADN ligasa, DUO82029), la cual es afiadida a la solucion
de ligacion a una concentracion final del 1:40. Seguido del tiempo de ligacion, las
células fueron lavadas 2 veces durante 2 minutos con la solucién de lavado (A) e
incubadas en oscuridad durante 2 horas a 37°C en la solucién de amplificacion
(DUO82011). Esta solucién contiene todos los componentes necesarios para
amplificar el ADN circular formado en el paso anterior y contiene también a las
sondas de deteccion que, en este kit, son oligonucledtidos acoplados al fluorocromo
Rojo Texas. Al igual que la solucién de ligacion, se debe diluir 1:5 en agua inyectable
y adicionar la ADN Polimerasa (DUO82030) 1:80. En este mismo punto, se
afiadieron fluoresceina Faloidina y solucién Hoechst en concentraciones finales de
1:250 y 1:100, respectivamente. Por ultimo, las células fueron lavadas en dos
ocasiones con la soluciéon de lavado (B) y posteriormente se cubrieron con el medio
de montaje Duolink In Situ Mounting Medium with DAPI, (DUO82040) y un
cubreobjetos. Las imagenes obtenidas con microscopia confocal (Nikon A1R+
STORM) y las senales positivas para PLA se procesaron con el software ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, USA). Para cada condicién experimental, se realizaron 2

experimentos independientes y se tomaron a consideracion al menos 100 nucleos.

6.15 Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron y graficaron usando el software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Prism Software, CA, EE. UU.). Para los estudios bioinformaticos se
realizaron pruebas estadisticas como T de Student, Correlacion de Pearson,
analisis de la varianza (ANOVA) y para los grupos comparables una prueba de
Tukey-Kramer. Estas ultimas dos pruebas también fueron aplicadas para los analisis
de expresion y cuantificacion de las interacciones proteicas. Valores de p< 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.




7. RESULTADOS

7.1 La expresion de MSI2 aumenta en el subtipo de cancer de mama RE
positivo y su expresion génica correlaciona positivamente con el ESR1.

Con el propésito de evaluar la relacion entre la expresion génica de MSI2'y el ESR1
se uso la plataforma UCSC Xena de la Universidad de Santa Cruz en California. De
dicha plataforma se obtuvieron y procesaron los datos genémicos de cancer de
mama de la cohorte TCGA (The Cancer Genome Atlas) y de la cohorte GDC
(Genomic Data Commons). Los perfiles de expresion génica de ambas cohortes
fueron determinados por secuenciacion de ARN lllumina HiSeq.

Los datos provenientes de las cohortes son en su mayoria de mujeres blancas no
hispanas con un rango de edad de entre 26 a 90 afios y con diagndstico de cancer
de mama ductal o lobulillar. Una vez adquirida esta informacion, la expresion de
MSI2 se analizé en un total de 1, 218 muestras de la cohorte TCGA que
correspondian a tejido solido normal (n=117), tejido tumoral primario (n=1, 097) y
tejido metastasico (n=7). Se realiz6é un analisis estadistico y se determiné que MS/2
tiene mayor expresion en los tejidos de tumores primarios y metastasicos en
comparacién con los de tejidos normales (Figura 8). De igual forma, la expresion de
MSI2 se analizdé en 780 muestras clasificados como RE negativo (n=179) y RE
positivo (n=601). El analisis comparativo entre los tumores concluy6 que MS/2 tiene
significativamente mayor expresion en aquellos tejidos de cancer de mama que

expresan al REa (Figura 9).
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Figura 8: La expresion génica de MSI2 aumenta en tejido mamario
cancerigeno comparado con el normal. Grafico comparativo de la expresion
génica (ARN-seq) de MSI2 en tejido sdlido normal (n=114), proveniente de tumor
primario (n=1097) y metastasico (n=7). Los datos fueron obtenidos de la plataforma
UCSC Xena de la cohorte TCGA. Para el analisis estadistico se realizo una ANOVA
de una via seguida de una prueba Tukey-Kramer. ** p<0.001 y *** p<0.0001.
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Figura 9: La expresion de MSI2 esta asociada a los tumores RE positivo.
Grafico comparativo de la expresion génica (ARN-seq) de MSI2 en muestras de
tumores clasificados como RE negativo (n=179) y RE positivo (n=601). Los datos

fueron obtenidos de la plataforma UCSC Xena provenientes de la cohorte TCGA.
Para el analisis estadistico se realizé una T de Student. *** p<0.0001.




Consecutivamente, la expresion de MSI2 se analizé en los diferentes subtipos
moleculares del cancer de mama en un total de 522 muestras. CMTN normal (=8) y
basal (n=98), HER2 enriquecido (n=58) y RE positivo luminal A (n=231) y luminal B
(n=127). Empleando los datos del TCGA se comprobé que MSI2 posee mayor
expresion en los tumores de cancer de mama con expresion del RE, particularmente

en el subtipo luminal B (Figura 10) y la menor expresion se observé en los tejidos
de CMTN tipo normal y basal.
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Figura 10: La expresion génica de MSI2 esta aumentada en el subtipo luminal
B. Gréafico comparativo de la expresion génica (ARN-seq) de MSI2 en tejidos
clasificados como cancer de mama triple negativo tipo normal (n=8) y tipo Basal
(n=98), HERZ2 enriquecido (n=58), luminal A (n=231) y luminal B (n=127). Los datos
fueron obtenidos de la plataforma UCSC Xena provenientes de la cohorte TCGA.
Para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA de una via sequida de una prueba
Tukey-Kramer. ** p<0.001 y *** p<0.0001.




Considerando la alta expresion de MS/2 en los subtipos luminales, evaluamos la
posible correlacion en la expresion génica de MSI2 y el ESR1 utilizando los datos
provenientes de la cohorte TCGA (n=358) (Figura 11 A) y de la cohorte GDC (n=42)
(Figura 11 B). De los datos obtenidos fueron considerados solo aquellos
provenientes de tejidos clasificados como cancer de mama luminal A y luminal B. El
analisis mostr6 en ambas cohortes procesadas por separado, que existe una

correlacién positiva entre la expresion génica de MSI2y el ESR1.
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Figura 11: La expresion génica de MSI2 correlaciona positivamente con la del
ESR1. Los gréficos de dispersion muestran la correlacion positiva entre la expresion
génica (ARN-seq) de MSI2 y el ESR1. Los datos graficados corresponden a
muestras clasificadas como cancer de mama luminal A y luminal B que forman parte
de la coleccion de la plataforma UCSC Xena. El grafico (A) corresponde a la cohorte
TCGA (n=358), mientras que el (B) a los datos de la cohorte GDC (n=42). Para el
analisis estadistico se utilizo la prueba de correlacion de Pearson.




7.2 Las lineas celulares de cancer de mama RE positivo tienen mayor
expresion proteica de MSI2.

Partiendo de un panel de lineas celulares de cancer de mama con fenotipo luminal
A (MCF y T-47D), luminal B (BT-474 y MDA-MB-361), HER2 positivo (SKBR3) y
triple negativo (MDA-MB-231) se realizd la extraccion de proteinas y mediante
Western blot se determiné la expresion de MSI2 y REa. Los resultados muestran
que las células clasificadas con fenotipo luminal A y luminal B expresaron la proteina
de MSI2. En contraste, las células HER2 positivo y triple negativo no mostraron la
presencia de la proteina (Figura 12). Adicionalmente, la expresion proteica del REa

se corrobord en las células luminales, la cual coincide con la de MSI2.

Luminal A Luminal B HER2 CMTN
MCF7 T-47D  BT-474 MDA-MB-361  SKBR3 MDA-MB-231

REa q - -
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Figura 12: Las lineas celulares de cancer de mama RE positivo expresan la
proteina de MSI2. Imagen representativa de la expresion proteica del REa (66 KDa)
y MSI2 (35/37 KDa) en un panel de lineas celulares de cancer de mama con subtipo
luminal A (MCF7 y T-47D), luminal B (BT-474 y MDA-MB-361), HERZ2 positivo
(SKBR3) y triple negativo (MDA-MB-231). La proteina [-actina (43 KDa) se utilizo
como control de carga (50 ug) y se realizaron 3 experimentos independientes.

66 KDa

7.3 EIl Estradiol aumenta la expresién proteica de MSI2.

Una vez que se determiné que MSI2 se expresa en la linea celular MCF7 se decidié
determinar si la expresion proteica de MSI2 dependia de la via de senalizacion del
REQq; por lo que, las células fueron sincronizadas en GO mediante ayuno de sueroy
posteriormente tratadas en ausencia (control), o presencia de Etanol como vehiculo
(0.01%), Estradiol (1x10° M), Tamoxifeno (1x10" M) y Fulvestrant (1x107 M)




durante 48 horas. Mediante la técnica de Western blot y posterior analisis
densitométrico, se determind que la expresion proteica de MSI2 aumentd
significativamente cuando las células fueron estimuladas con Estradiol en
comparacién con el control y con el vehiculo. Los tratamientos con Tamoxifeno y

Fulvestrant no mostraron efecto en la expresién de MSI2 (Figura 13).
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Figura 13: El estradiol aumenta la expresion proteica de MSI2. En la parte
superior se muestra un grafico comparativo del contenido proteico relativo de MSI2
en la linea celular de cancer de mama MCF7 con diferentes tratamientos; y en la
parte inferior una imagen representativa de los Western blot. Las células fueron
tfratadas durante 48 horas en ausencia (control) o presencia de Etanol (0.01%)
como vehiculo, Estradiol (1x10° M), Tamoxifeno (1x107 M) y Fulvestrant (1x107
M). Los experimentos fueron realizados por triplicados y se usé la proteina B-actina
como control de carga (50ug). El analisis estadistico corresponde a una prueba
ANOVA de una via y un post hoc de Tukey-Kramer. *** = p<0.0001 vs control y
vehiculo. La comparacion entre los grupos experimentales se realizé6 tomando al
grupo control como el 100% del contenido proteico.




7.4 El silenciamiento de la expresion proteica de MSI2 afecta la expresion
de proteinas asociadas al subtipo luminal.

Para el silenciamiento de la expresion de MSI2 se usaron vectores lentivirales que
contenian una region de shRNA con la secuencia especifica para el ARNm de MSI2.
Se realizo la reconstitucion de cuatro constructos con la secuencia especifica contra
MSI2 (TLR303128 A-D) y un constructo que contiene una secuencia de unién no
especifica que funciona como control negativo (TLR3001). Los constructos fueron
clonados en bacterias E. coli de la cepa DH5q, para posteriormente extraerlos y
purificarlos. Para validar la identidad y correcta purificacion, los diferentes vectores
fueron digeridos con enzimas de restriccion (EcoRI y Xbal) y consecutivamente se
realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. De este modo se pudo
observar que tras el corte enzimatico se generaron dos bandas (observables en
todos los carriles del gel); la primera corresponde a la fraccion pesada del ADN que
se encuentra entre las 6200 y 7000 pb, y la segunda localizada entre las 1500 y
2000 pb. Con base en el mapa del vector (Figura 7), se determind que esta ultima
banda corresponde a la zona de corte de las enzimas EcoRI y Xbal debido a que
dicha region de digestiéon da como resultado una banda de alrededor de 1700pb y

que corresponde a la regién donde se encuentra codificado el shRNA (Figura 14).




Carriles
1: Marcador de
peso molecular
1kb

2: TLR303128 A
3: TLR303128 B
4: TLR303128 C
5: TLR303128 D
6: TLR3001

Figura 14: Validacién de la identidad y purificacion de los vectores virales
shRNA MSI2. Las muestras de ADN fueron incubadas durante 2 horas con las
enzimas de restriccion EcoRl y Xbal. Los fragmentos obtenidos de la digestion
enzimatica fueron separados por su tamario en un gel de TBE con agarosa al 1% y
teniidas con bromuro de etidio (0.5 ug/ml). En todos los carriles (2-6) se observan
dos importantes bandas: la primera corresponde a la fraccion pesada del ADN que
se encuentra entre las 6200 y 7000 pb (sefialada con una flecha color azul), y una
segunda banda con tamafio aproximado a las 2000 pb (sefalada con una flecha
color negro). La ultima banda corresponde al fragmento de ADN donde se
encuentra la secuencia que codifica al sShRNA especifico para MSI2 o en el caso
del constructo E (TLR3001), una secuencia de unioén no especifica.

Una vez que se obtuvieron y se validaron los diferentes constructos, se continué
con la transfeccion de lineas celulares de cancer de mama con los vectores
mediante el método de electroporacion. Las células MCF7 y T-47D fueron
transfectadas con los constructos TLR303128 C y TLR3001 (control negativo) que
a partir de este momento se renombraron como shRNA MSI2 y shRNA C-,
respectivamente. Para determinar la eficacia de la transfeccion, las células fueron
observadas en un microscopio de fluorescencia 48 horas después de ser
electroporadas con los constructos shRNA MSI2 y shRNA C-. Debido a que los
constructos poseen una regidén codificante para la proteina verde fluorescente
(GFP), se logré observar un gran porcentaje de células fluorescentes en la linea

celular T-47D, lo cual confirmd la introduccidon del constructo en las células. En




contraste con las células MCF7, donde el porcentaje de transfeccion fue
considerablemente menor. Por lo cual, las células T-47D se crecieron durante cuatro
semanas en presencia Puromicina (0.2 ug/ml). Transcurrido el tiempo, las células
se volvieron a observar con el fin de corroborar la correcta seleccién mediante el
uso del antibidtico. De este modo, se valido la generacién de células T-47D con una
transfeccion estable de los constructos shRNA MSI2 y shRNA C- (Figura 15).

Figura 15: Incorporacion del vector lentiviral shRNA MSI2 en células de
cancer de mama RE positivo. Se muestran imagenes de células de cancer de
mama T-47D transfectadas con el vector lentiviral shRNA especifico para el
silenciamiento de MSI2 (shRNA MSI2). Las células fueron electroporadas en
presencia de 80 ug del ADN previamente purificado y seleccionadas durante cuatro
semanas con Puromicina (0.2 ug/ml). Las imagenes fueron tomadas en un
microscopio de flurescencia para evaluar la transfeccion mediante la expresion de
la proteina verde fluorescente (GFP).




Posteriormente, mediante la técnica de Western blot se comprobd la eficacia en el
silenciamiento de la proteina MSI2 y el efecto que tiene dicho silenciamiento en la
expresion del REa, REB y E-cadherina.

Comparando la expresion basal de MSI2 en las células T-47D silvestres y en las
células transfectadas con los dos vectores (shRNA MSI2 y shRNA C-) se demostrd
el silenciamiento de la expresion proteica de MSI2 en las células transfectadas con
el vector shRNA MSI2. En consecuencia, el abatimiento en la expresion de las
proteinas REa, REB y E-cadherina también fue observada (Figura 16). Estos
resultados nos sugieren un posible papel de MSI2 en las caracteristicas epiteliales
de las células de cancer de mama RE positivo, por lo que futuros estudios deberan

llevarse a cabo.
T-47D
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Figura 16: El silenciamiento de la expresion proteica de MSI2 afecta la
expresion del REa, REB y E-cadherina. Imagenes representativas de Western
blots se muestran donde se analizé la expresion de las proteinas MSI2 (35/37 kDa),
REa (66 kDa), RERB (56 kDa) y E-cadherina (120 kDa) en la linea celular T-47D. En
el primer carril, la linea celular silvestre (control), seguido de las células
transfectadas con el vector control (shRNA C-) y; por dultimo, las células
transfectadas con el vector especifico para silenciar a MSI2 (shRNA MSI2). La
proteina [B-actina se utiliz6 como control de carga (50 ug) y se realizaron 3
experimentos independientes.




7.5 MSI2y el REa interactuan fisicamente en células de cancer de mama.
Con el objetivo de determinar si la interaccion entre MSI2 y el REa podria ocurrir
a nivel proteico se realizé un ensayo de ligacion por proximidad, el cual permite
determinar la interaccion entre proteinas que se encuentren a menos de 40 nm, la
presencia de interaccion entre las proteinas se puede observar como puntos de
color rojo mediante microscopia confocal. Como control interno de la técnica y para
descartar falsos positivos, se realizaron diferentes aproximaciones experimentales
en donde fueron omitidos alguno de los reactivos claves de la técnica (anticuerpos
primarios o sondas de PLA).

Las células de cancer de mama MCF7 incubadas simultdneamente con los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra MSI2 y REa mostraron la sefial
fluorescente de puntos rojos; en contraste con, las células incubadas solamente con
el anticuerpo del REa. Estos resultados indican la interaccion endégena basal entre

las proteinas de MSI2 y el REa (Figura 17).
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Figura 17: MSI2 y el REa interactuan fisicamente en células de cancer de
mama. Imagenes representativas de los ensayos de ligacion por proximidad de
MSI2 y del REa en células MCF7. En el panel superior se muestra una célula de
cancer de mama en donde el nucleo se encuentra teriido con DAPI y el citoesqueleto
con Faloidina. Los puntos fluorescentes de color rojo representan la interaccion
proteica entre MSI2 y el REa con distancia menor a 40 nm. Como control de la
técnica en el panel inferior se muestra un ensayo en donde se omitié el uso del

anticuerpo anti-MSI2.




7.6 El Estradiol, Fulvestrant y Tamoxifeno disminuyen Ilas
interacciones proteicas entre MSI2 y el REa.

Una vez demostrada la interaccion proteica entre MSI2 y REaq, el efecto del
Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant se analizé sobre dicha interaccion fisica. Para
este estudio se utilizé la linea celular MCF7, para lo cual, las células fueron
sincronizadas en GO mediante ayuno de suero, y posteriormente fueron tratadas en
ausencias (control) o presencia de Etanol como vehiculo (0.01%), Estradiol (1x10-°
M), Tamoxifeno (1x10" M) y Fulvestrant (1x10~ M) durante 45 minutos. El andlisis
cuantitativo de los puntos de color rojo, indicativo de la interaccién proteina-proteina,
se llevo a cabo en las fotografias obtenidas mediante microscopia confocal. El
numero de puntos observados se normalizaron por nucleo celular. El tratamiento
con Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant disminuy6 significativamente la interaccién
entre MSI2 y el REa comparado con el control o el vehiculo. De manera interesante,
tamoxifeno disminuyé aun mas la interaccion proteina-proteina y fue

significativamente diferente comparada con Estradiol y Fulvestrant (Figura 18).
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Figura 18: El Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant disminuyen las interacciones
proteicas entre MSI2 y el REa. Del lado derecho se muestra un panel representativo
de los PLA en las células de cancer de mama MCF7, los puntos fluorescentes de color
rojo representan la interaccion proteica entre MSI2 y el REa con distancia menor a 40
nm. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y el citoesqueleto con faloidina. De lado
izquierdo se muestra un grafico comparativo del efecto a 45 minutos del Etanol como
vehiculo (0.01%), Estradiol (1x10° M), Tamoxifeno (1x107 M) y Fulvestrant (1x107 M)
en la interaccion proteica. Dos experimentos independientes se realizaron, cada uno
por duplicado, los resultados se expresan como la media + error estandar de al menos
200 nucleos por condicion. Los datos se analizaron utilizando la prueba de Tukey-
Kramer. ** p<0.0001 vs Control (A), Vehiculo (B), Estradiol (C) y Fulvestrant (D).

Para determinar la localizacién celular basal de las interacciones proteicas entre
MSI2 y el REa se realizaron tomas fotograficas de las células MCF7 en plano "z~
(z-stack) con el microscopio confocal. De este modo, con las reconstrucciones en
3D y las imagenes ortogonales se determind que dichas interacciones se pueden
localizar tanto a nivel citoplasmatico, como nuclear (Figura 19). De manera
interesante en las células estimuladas con Estradiol, la interaccion proteina-proteina
se observo preferentemente en el nucleo; en cambio, en las células no tratadas o
tratadas con los antiestrogenos, la interaccion se localiza en el citoplasma vy el
nucleo. Otra observacion fue la diferencia en el tamafio de los puntos fluorescente,
donde el Estradiol mostré los puntos de mayor tamafio, en contraste con los de los
antiestrogenos. Futuros estudios deberan llevarse a cabo para confirmar estas

observaciones, asi como investigar su posible implicacién bioldgica.
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Figura 19: Las interacciones proteicas entre MSI2 y el REa se encuentran a
nivel citoplasmatico y nuclear y se modulan por los tratamientos. Imagenes
representativas de las interacciones proteicas entre MSI2 y el REa. Se muestran
reconstrucciones en 3D y ortogonales de las imagenes tomadas en el microscopio
confocal mediante tomas en plano z (z-stack). El tratamiento con Estradiol (1x107°
M) favorece la formacion de complejos proteicos (MSI2 y REa) a nivel del nucleo
celular; mientras que, con el Tamoxifeno (1x107 M) y el Fulvestrant (1x107 M) se
encuentran preferentemente a nivel citoplasmatico.




8. DISCUSION

En el cancer de mama MSI2 ha demostrado tener diversas funciones importantes,
como la supresién de la progresién tumoral a través de la represién de la transicion
epitelio mesénquima(121). Ademas, la expresion de esta proteina se relaciona con
mejor prondstico para los pacientes con tumores mamarios (121).

Hallazgos recientes han identificado a MSI2 como un regulador del REa. De hecho,
en el cancer de mama RE positivo, la expresion de MSI2 se encuentra altamente
enriquecida (117). Sin embargo, los mecanismos de la participacion de MSI2 en
estos tumores aun no han sido completamente dilucidados y por ello en este trabajo
se pretendio profundizar en la relacion de MSI2 con el REa.

De este modo, la primera aproximacion para determinar dicha relacion fue utilizando
la plataforma UCSC Xena, la cual brinda la posibilidad de visualizar y obtener
informacion genémica de bases de datos publicos como los provenientes del TGCA
(The Cancer Genome Atlas) o del GDC (Genomic Data Commons). Los datos de la
expresion génica de MS/2 y del ESR1 de tejidos mamarios normales y tumorales se
obtuvieron y se procesaron. El analisis determiné que la expresion de MSI2 se
encuentra mayormente expresada en tejidos tumorales y particularmente en
aquellos clasificados como RE positivo; especificamente, MSI2 tiene una expresion
significativamente aumentada en el subtipo de cancer de mama luminal B. De
hecho, se demostré que existe una correlacion positiva entre la expresion de MS/2
y el ESR1 en los tejidos de cancer de mama con fenotipo luminal. Estudios previos
reportaron que la expresion MS/2 correlaciona con mas de 5, 000 genes, entre los
que destaca el ESR1 y algunos de sus genes blancos como la Ciclina D1 (CCND1)
(117). A diferencia de esos estudios, nosotros determinamos una correlacién
positiva entre MSI2 y el ESR1 en dos cohortes diferentes y con los datos
especificamente de muestras clasificados como cancer de mama RE positivo
(luminal A y luminal B), excluyendo a los subtipos HER2 enriquecido y triple
negativo. Futuros estudios deberan analizar la expresion de MSI/2 en mujeres

mexicanas con cancer de mama y determinar si existen diferencias entre




poblaciones, ademas de estudiar si la expresion de MS/2 esta relacionada con
factores epigenéticos.

Posteriormente, en lineas celulares de cancer de mama clasificadas con subtipos
moleculares luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo se comprobd que
la expresion de MSI2 se encuentra en las células con fenotipo luminal, y que esta
expresion coincide con la de REaq, por lo que se hipotetizé que podria existir una
relacion en la expresion de ambas proteinas. De este modo, analisis de Western
blot se realizaron para determinar el efecto del ligando natural del REa (Estradiol) y
de sus inhibidores (Tamoxifeno y Fulvestrant) en los niveles de expresion de MSI2.
Sorprendentemente, Estradiol aumentd la expresion proteica de MSI2; mientras
que, los antiestrégenos no la modificaron. Estos resultados son importantes; debido
a que, no hay informacion previa respecto a la modulacion de la expresién de MSI2
por hormonas esteroideas.

El Estradiol es una hormona que unida a su receptor media un gran numero de
eventos relacionados con la proliferacién y diferenciacion celular. El dimero formado
por el Estradiol y el receptor interactia con secuencias especifica en los promotores
de sus genes diana. Dichas secuencias se denominan elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) y estan conformadas por una secuencia repetida, invertida y
separada por tres nucleotidos no especificos (5'-GGTCAnnnTGACC-3') (140). En
este sentido, los resultados sobre la regulacion positiva en la expresion de MSI2
mediada por el ligando del receptor, podria deberse a que el promotor posee
secuencias para ERE. Por lo cual, futuros estudios deben de llevarse a cabo
mediante el uso de la técnica de secuenciacion de inmunoprecipitacién de cromatina
(ChIP-seq) para comprobar la posible interaccién directa del REa con ERE putativos
en la region promotora de MSI2 (141). Sin embargo, también se debera investigar
si el receptor activado pudiera unirse de forma indirecta a motivos del ADN de MSI2
y regular su transcripcion a través de otros factores de transcripcion.

La generacién de la linea celular T-47D shRNA MSI2 estable nos permitio
corroborar la pérdida de la expresion del REa, como previamente ha sido informado
(117). Lo cual sugiere que, MSI2 afecta el crecimiento de células de cancer de

mama al regula la funcién del REa (117). Ademas, el silenciamiento de MSI2




también impacté negativamente en la expresion de las proteinas REB y E-
cadherina. La regulacién de dichas proteinas es de suma importancia para el cancer
de mama; el REB juega un papel controversial; sin embargo, recientemente se ha
reportado que tiene un papel inhibitorio en la migracion e invasion celular (142). Por
su parte, la desregulacion de la proteina E-cadherina impacta negativamente en el
pronéstico del cancer de mama al estar relacionada con la transicion epitelio
mesénquima y en general con peor supervivencia global (143). Se ha sugerido que
MSI2 es un marcador favorable para el prondstico del cancer de mama triple
negativo; ya que, MSI2 es un regulador negativo de la transicion epitelio
mesénquima y que la pérdida de su expresion conduce a un estado metastasico
(121).

Partiendo de las evidencias que establecen a MSI2 como una proteina de unién al
ARN, que particularmente interactua con el mensajero del REa favoreciendo su
estabilidad (117), aunado a que la expresidn génica de MSI2 correlaciona
positivamente con la del REa se establecio la hipétesis de una posible interaccion
entre MSI2 y el REa. Existen diferentes tecnoldgicas y desarrollos metodolégicos
para determinar las interacciones proteicas, entre las cuales se encuentra el Ensayo
de Ligacion por Proximidad (PLA). Con este ensayo es posible determinar
interacciones proteicas con una distancia < 40nm, ademas permite la deteccion de
pocas moléculas en interaccion lo que convierte al ensayo en una técnica
sumamente sensible. (144). Mediante esta metodologia se pudo comprobar que
MSI2 y el REa interactuan fisicamente a nivel proteico y que dicha interaccién
disminuye con el uso del Tamoxifeno, el Fulvestrant y el Estradiol. Particularmente,
esta ultima hormona favorece las interacciones proteicas a nivel nuclear; mientras
que, los antiestrogenos lo propician a nivel citoplasmatico. De manera interesante,
el uso de Estradiol también generé un aumento en el tamafo de las interacciones
mientras que el Tamoxifeno y el Fulvestrant las redujeron.

Estudios previos en las células MCF7, mediante la técnica de inmunoprecipitacién
y analisis de espectrometria de masas, mostraron que MSI2 se une a 126 proteinas

relacionadas con el ARN (proteinas ribosdmicas, hnRNP, proteinas ribonucleares y




RBP) (117). Asimismo, mas de 150 moléculas capaces de interactuar con el REa
fueron identificadas, entre las cuales se encuentra MSI2 (138).

Es importante destacar que la inmunoprecipitacién es una técnica muy usada para
identificar la interaccidon de moléculas con proteinas especificas. Su variante (co-
inmunoprecipitacién) es considerada uno de los métodos estandar para identificar
interacciones proteina-proteina ya que puede identificar dichas interacciones de
manera directa o indirecta en un complejo de proteinas. (145). En este sentido, se
ha mencionado que la co-inmunoprecipitacion no es tan precisa ya que, si bien
detecta interacciones entre proteinas en un gran complejo, esto no necesariamente
representa interacciones especificas y fisicamente cercanas.

Es por ello por lo que la evidencia aqui sustentada es relevante ya que hasta la
realizacion de este trabajo no hay informacién que respalde la interaccion proteica
directa entre MSI2 y el REa mediante una técnica con sensibilidad comparable al
PLA (distancia < 40 nm). Sin embargo, queda por dilucidad el mecanismo por el
cual, la unién de los ligandos antagonistas y el agonista del receptor propician la
disminuciéon de dichas interacciones. Estos experimentos se realizaron a tiempos
cortos en donde la expresidon de las proteinas no se vio afectada (datos no
mostrados), por lo que se hipotetiza que la reduccion de la interaccion podria
deberse a los cambios conformacionales que se generan en el receptor cuando
entra en contacto con el Estradiol, el Tamoxifeno y el Fulvestrant. No existe
evidencia que pueda indicar el sitio de interaccién entre las proteinas, por lo que se
requiere de realizar modelos computacionales que puedan predecir si dicha
hipotesis es posible. Aunado a esto, el incremento en el tamafo de las interacciones
proteicas entre MSI2 y el REa en presencia del Estradiol, podria deberse a que esta
hormona provoca un incremento en la cantidad de proteina que interacciona en
sitios especificos en el nucleo, por lo que se observan menos puntos de PLA pero
con mayor tamano.

La proteina de unién al ARN MSI2 posee importantes funciones en el desarrollo de
diversas neoplasias malignas. Sin embargo, en el cancer de mama su importancia
se centra en su funcion moduladora del REa y su participacion en el mantenimiento

de proteinas caracteristicas del fenotipo epitelial. Aqui se demostré que la expresion




génica de MSI2 se encuentra enriquecida en tumores RE positivos y que su
expresion proteica aumenta en presencia del ligando natural del receptor. Aunado
a esto, se demostré que MSI2 posee la capacidad de interactuar fisicamente con el
REa en células de cancer de mama y que dicha interaccion es disminuida por el
estradiol y los antiestrégenos. Ademas, el silenciamiento de MSI2 regula
negativamente la expresién proteica de los subtipos a y B del RE, asi como la de E-
caderina.

Estudios han reportado que derivados naturales como el Gosipol y la Gosipolona
son capaces de inhibir la actividad de MSI2 al interrumpir su uniéon con sus ARN
blancos (146). En este mismo estudio determinaron que el uso de la Gosipolona
inducia la autofagia y regulaban a la baja la sefalizacion de la via Notch/Whnt.
Particularmente determinaron que este derivado natural interrumpe la union de
MSI2 con el ARN mensajero de la proteina Numb en células de cancer de colon. De
manera interesante, se observé que la Gosipolona disminuia la expresion de la
Ciclina D1, misma proteina que disminuye cuando se silencia la expresion de MSI2
en células de cancer de mama (117). Por lo tanto, es necesario evaluar el efecto de
la inhibicién de la actividad de MSI2 en cancer de mama.

En conjunto estos hallazgos indican la relevancia clinica que podria tener MSI2 en
el cancer de mama al estar intimamente involucrado con el REaq, el blanco
terapéutico por excelencia para los tumores mamarios luminales y por su relacion
con proteinas relacionadas con la transicion epitelio mesénquima. Por lo cual, MSI2
podria considerarse como una molécula blanco de interés terapéutico para aquellos

pacientes con cancer de mama RE positivo.




9. CONCLUSION

La expresion génica de MSI2 esta enriquecida en tumores RE positivo y el estradiol
incrementa los niveles proteicos de MSI2. Esta proteina de union al ARN interactua
fisicamente con el REa en células de cancer de mama RE positivo y dicha
interaccidon disminuye con el estradiol y los antiestrogenos. La expresion tanto del

REaq, REB y E-cadherina depende de la presencia de MSI2.




10. PERSPECTIVAS

Determinar si el efecto del Estradiol en el aumento en la expresion de MSI2 es
mediado por la regulacién transcripcional directa del REa o por la activacion de

otras vias de sefalizacion.

Analizar la interaccion proteica entre MSI2 y el REa por PLA en otras lineas celular

RE positivo, para descartar que el efecto sea especifico de las células MCF7.

Corroborar mediante técnicas mas sensibles la interaccion proteica entre MSI2 y

el REq, asi como el efecto del Estradiol, Tamoxifeno y Fulvestrant.

Evaluar el efecto del silenciamiento de MSI2 en la expresion de genes
relacionados con la transicion epitelio mesénquima y genes estrogeno

dependientes.

Establecer el efecto del silenciamiento de MSI2 en la proliferacién y en la respuesta

a la terapia endocrina en células de cancer de mama RE positivo.

Determinar el efecto de la sobreexpresion de MSI2 en células RE negativas,

evaluando la expresion de diferentes genes y la respuesta a la terapia endocrina.
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