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Resumen

El Cancer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia en el mundo, y la
principal causa de muerte asociada al cAncer en mujeres. A diferencia de los otros
tipos de cancer de mama, el Cancer de Mama Triple Negativo carece de la
expresion de receptores hormonales y del receptor HER2, limitando las opciones
de tratamiento contra TNBC. En la busqueda de nuevos blancos terapéuticos se
han identificado a los mecanismos de Respuesta al Dafio al DNA (DDR) como
posibles blancos. Se ha observado que los ncRNAs participan en la regulacion de
multiples procesos en la carcinogénesis, particularmente, algunos reportes
sugieren que los microRNAs (miRNAs) miR-142-3p y miR-139-5p tienen la
capacidad de regular la expresion de multiples blancos involucrados en diferentes
mecanismos de DDR, interactuando con los RNAs mensajeros (mMRNAS),

provocando su degradacion o impidiendo la traduccion.

En este trabajo se evalud la expresion relativa de miR-142-3p y miR-139-5p en
lineas celulares derivadas de TNBC y la de sus posibles blancos, mediante RT-
gPCR. Se analizaron los posibles sitios de unién de los miRNAs en los mMRNAs de
sus posibles genes blanco. Adicionalmente, se realizé un andlisis in silico de la
expresion de los miRNAs y de sus posibles genes blanco en pacientes de TNBC.
Se observo que los posibles sitios de union no se encuentran disponibles para la
interaccion; del mismo modo, el andlisis in silico sugiere que no existe correlacion
entre la expresion de los miRNAs y sus posibles genes blanco. En conclusién, los
resultados no muestran una correlacion entre la expresion de los miRNAs y sus

posibles genes blanco.
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Introduccion

Cancer

El cdncer es una de las enfermedades con mayor incidencia y una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, con aproximadamente 19.3 millones de nuevos
casos y alrededor de 10 millones de muertes en 2020 (Sung et al., 2021). El cancer
es una enfermedad de origen genético provocada por la acumulacién de mutaciones
gue afectan el funcionamiento y expresion de genes conocidos como Oncogenes y
Genes Supresores de Tumores (Nenclares & Harrington, 2020). Por un lado, los
oncogenes son los genes responsables de promover la carcinogénesis, estos se
originan a partir de la alteracion, ya sea de forma estructural o funcional, de genes
denominados proto-oncogenes que, en ceélulas normales, tienen un papel
fundamental en la regulacion de multiples procesos celulares, como el crecimiento
celular y la proliferacion. Por otro lado, los genes supresores de tumores se
encargan de garantizar el desarrollo adecuado de la célula, evitando la
carcinogénesis, sin embargo, su ausencia o inactivacion, como producto de
mutaciones, puede conducir al desarrollo y progresion del cancer (Kontomanolis et
al., 2020). La acumulacién de estas alteraciones en el funcionamiento celular
conduce al desarrollo y progresion de la carcinogénesis, mediante la adquisicién de
nuevas caracteristicas y habilidades que van desde la evasion de supresores del
crecimiento y el mantenimiento de la proliferacion celular, hasta la angiogénesis e

invasion y metastasis (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).
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Cancer de mama

El cancer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia en el mundo, con
aproximadamente 2.3 millones de nuevos diagnésticos; y la principal causa de
muerte por cancer en mujeres en el mundo, con aproximadamente 685,000 muertes
en 2020 (Sung et al., 2021). El cAncer de mama es una enfermedad heterogénea,
a nivel molecular se clasifica principalmente en cuatro grupos, de acuerdo con los
niveles de expresion de tres biomarcadores principales: los receptores hormonales
de estrogeno (ER) y de progesterona (PR), y el receptor del factor de crecimiento
epidermal humano (HERZ2). Luminal A, las células del tumor son positivas (+) a la
expresion de ER, PR y negativas (-) para HER2 (ER+, PR+ y HER2-). Luminal B,
puede ser ER+, PR-/+ y HER2+. El tercer grupo comprende los tipos de cancer de
mama que unicamente expresan HER2, denominados como HER2+. El cuarto
grupo comprende los tipos de cancer de mama que son negativos para los tres
marcadores mencionados (ER-, PR- y HER2-), denominados como Cancer de
Mama Triple Negativo (TNBC) (Provenzano et al., 2018). Aproximadamente el 75%
de los casos de cancer de mama presentan una alta expresion de receptores
hormonales, correspondiente a los tipos luminales, mientras que el resto
corresponde a los subtipos HER2 y TNBC. La subtipificacion del cancer de mama
permite evaluar la prognosis y seleccionar las terapias mas adecuadas con base en

las caracteristicas moleculares de cada subtipo (Tsang & Tse, 2020).
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Cancer de mama Triple Negativo

EI TNBC, a su vez, se subdivide en cuatro subtipos: Tipo Basal 1 (BL1), Tipo Basal
2 (BL2), Mesenquimal (M) y Receptor de Andrégeno Luminal (LAR), que de igual
forma presentan patrones de expresion especificos de cada subtipo (Lehmann et
al., 2016). Al ser un tipo de cancer de mama altamente heterogéneo y sumamente
agresivo, suele asociarse a un mayor riesgo de metastasis y una tasa de
supervivencia mucho menor comparada con los otros tipos de cancer de mama;
adicionalmente, al carecer de biomarcadores como los receptores hormonales (ER
y PR) y HERZ2, las opciones de tratamiento son limitadas (Manjunath & Choudhary,

2021).

Terapias contra el cancer de mama

En los dltimos afios se han hecho avances significativos en las terapias contra el
cancer de mama, por un lado, las aproximaciones quirdrgicas, apoyadas por los
constantes avances en los campos de la genética, la biologia molecular y las
técnicas de imagenologia, han permitido el desarrollo de nuevas terapias, cada vez
menos invasivas, que hacen posible la conservacién de una mayor porcion del seno,
gue a su vez representa una mejoria considerable en la calidad de vida de las

pacientes (Magnoni et al., 2021).

Si bien la intervencién quirtrgica ha resultado ser efectiva para el tratamiento del

cancer de mama, esta es acompafiada de radioterapia o quimioterapia,
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dependiendo de la clasificacién del tumor. La radioterapia se enfoca en reducir el
tamafio del tumor y provocar la muerte a las células de cancer remanentes de la
cirugia, por medio de la induccién de dafio al DNA 'y la produccion de radicales libres
(Baskar et al., 2012). Al igual que los tratamientos quirtrgicos, la radioterapia se ha
enfocado en disminuir los efectos adversos para las pacientes, mediante el
desarrollo de técnicas que disminuyan, tanto la cantidad de radiacion, como el
tamafio del &rea irradiada, garantizando resultados similares a los tratamientos mas

agresivos (Haussmann et al., 2020).

La quimioterapia se ha consolidado como la primera opcion en el tratamiento en los
casos mas agresivos de la enfermedad, el uso de agentes citotoxicos (como la
Ciclofosfamida), antraciclinas (como la Doxorrubicina y la Epirrubicina), taxanos
(como el Docetaxel y el Paclitaxel) como farmacos quimioterapéuticos, ha mostrado
ser efectivo para el tratamiento del cancer de mama (Hassan, 2010). Sin embargo,
los farmacos empleados en la quimioterapia suelen estar asociados a humerosos
efectos secundarios, como alteraciones en la funcion cardiaca, neurotoxicidad y el
desarrollo de neoplasias secundarias (Tao et al.,, 2015). No obstante, se han
desarrollado nuevas terapias enfocadas a la regulacién de procesos como el ciclo
celular, u otras vias de sefalizacién, ademas de la implementacion de conjugados
farmaco-anticuerpo y de nanoparticulas, con el objetivo de mejorar el pronéstico de

las pacientes (Barzaman et al., 2020).

La identificacion de biomarcadores como los receptores hormonales y HER2 han
sido de particular interés para el desarrollo y aplicacién de terapias orientadas al
tratamiento de cada subtipo de cancer de mama (Waks & Winer, 2019).
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Las terapias empleadas contra los subtipos de cancer de mama dependientes de la
expresion de receptores hormonales consisten en moduladores de la expresion de
ER y su via de sefializacion (Yip & Rhodes, 2014). Los tratamientos dirigidos a
pacientes HER2+ se basan en la administracion farmacos combinados con
anticuerpos monoclonales dirigidos al dominio extracelular de HER2, como
Trastuzumab, adicionalmente se ha sugerido su combinacién con inhibidores de
vias de sefializacion involucradas en la proliferacion celular, como PISK y mTOR

(Loibl & Gianni, 2017).

En contraste, el TNBC ha demostrado ser mas sensible a la quimioterapia en
comparacion con los otros subtipos de cancer de mama, por lo que permanece
como la base de los tratamientos contra TNBC; sin embargo, debido a su alta
heterogeneidad y a la adquisicion de resistencia a los agentes citotoxicos en la
mayoria de los tumores de TNBC, ha sido necesaria la identificacion de marcadores
moleculares, que permitan el desarrollo de nuevas terapias dirigidas (Nedeljkovi¢ &
Damjanovié, 2019). En TNBC, se han observado alteraciones en genes
involucrados en la regulacién de procesos como los mecanismos de respuesta al
dafo al DNA (DDR), la proliferacion y el ciclo celular (Sporikova et al., 2018). Vias
de sefializacién involucradas en la regulacién del proceso carcinogénico, como las
vias de sefializacion de AKT, EGFR, el receptor de andrégeno (AR) y los
mecanismos de DDR has sido propuestas como blancos terapéuticos (Singh &

Yadav, 2021; Vagia et al., 2020).
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Mecanismos de respuesta al dafio al DNA

Las deficiencias observadas en la expresion de algunos genes involucrados en los
mecanismos de respuesta al dafio al DNA han sido de particular interés para la
busqueda de blancos terapéuticos en TNBC (Ribeiro et al., 2013). La interaccién del
DNA con agentes dafinos, ya sean enddgenos o exdégenos, puede conducir al
surgimiento de multiples tipos de lesiones el DNA que afectan la estructura y
funcionamiento de los genes, sin embargo, los mecanismos de DDR se encargan
de detectar y reparar el dafio al DNA, preservando la integridad del material
genético. Los principales mecanismos de DDR son: La reparacion de rupturas de
una sola cadena y la reparacion de rupturas de doble cadena (N. Chatterjee &

Walker, 2017) (Figura 1).

Rupturas de una sola cadena (SSBs)

El mecanismo de reparacion de SSBs consiste en detectar el dafio mediante la
unién de PARP1 al sitio de dafio, permitiendo el reclutamiento de complejos de
proteinas, particularmente XRCCL1 juega un papel importante, permitiendo la unién
y activacion de multiples enzimas involucradas en el mecanismo de reparacion de
SSBs. Posteriormente, se lleva a cabo la reparacion de los extremos dafiados de la
cadena de DNA, por medio de una gran variedad de enzimas especificas para cada
tipo de dafio. Después, las DNA polimerasas se encargan de la sintesis del
fragmento dafado, finalmente, el fragmento se une al resto de la cadena por medio

de una ligasa (Caldecott, 2008).
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La reparacion por escision de nucleétidos (NER) es el mecanismo mediante el cual
se reparan deformaciones en la estructura del DNA, provocadas por alteraciones en
la composicién de los nucleétidos de una de las hebras (Spivak, 2015). Esta
consiste en la identificacion del dafio mediante dos mecanismos: en la reparacion
genomica global (GGR) se da mediante el reclutamiento del complejo proteinas
XPC-HR23b en la region dafiada (Sugasawa et al., 1998). Mientras que, en la
reparacion acoplada a la transcripcion (TCR), el arresto de la RNA Polimerasa |l
(RNA Pol 1) en la zona de la lesion es la encargada de la deteccion del dafio (Spivak
& Ganesan, 2014). Posteriormente, se llevan a cabo cortes en las regiones
adyacentes a la lesion, liberando el fragmento y permitiendo la reparacion mediante
la sintesis de un nuevo fragmento utilizando la cadena complementaria. Finalmente,
una ligasa se encarga de unir el nuevo fragmento con el resto de la cadena (Spivak,

2015).

De forma similar, la reparacion por escision de bases (BER) es la encargada de
corregir alteraciones en las bases nitrogenadas que no impliquen deformaciones de
la cadena de DNA, esta puede llevarse a cabo en una o varias bases. Las bases
dafadas son detectadas y escindidas por una DNA glicosilasa, especifica para cada
tipo de lesién, mientras que el sitio abasico es procesado por una AP Endonucleasa,
gue se encarga de remover el resto del nucledtido y preparar los extremos de los
nucleotidos adyacentes. Finalmente, se lleva a cabo la sintesis del fragmento

dafado y se une por medio de una ligasa (Krokan & Bjoras, 2013).
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Rupturas de Doble Cadena (DSBSs)

Las DSBs suelen ser reparadas por dos mecanismos principales: la Union de
Extremos No Homologos (NHEJ) y la Recombinacién Homéloga (HR) (N. Chatterjee
& Walker, 2017). La NHEJ es la via de reparacion de DSBs mas utilizada por la
célula, sin embargo, esta suele comprometer la integridad del DNA, debido a su bajo
grado de homologia, con respecto a otras vias de reparacion de DSBs (Pannunzio
et al.,, 2018). Las DSBs son reconocidas por el heterodimero formado por las
proteinas Ku70 y Ku80, propiciando la union de este a los extremos dafiados, a su
vez, el complejo Ku promueve el reclutamiento de DNA-PKcs al sitio del dafio (Scully
et al., 2019). Mas tarde, los extremos son modificados hasta lograr la
complementariedad entre ellos, ya sea mediante la adicion o remocién de bases
(Pannunzio et al., 2018). Finalmente, estos son unidos por medio del reclutamiento

del complejo XRCC4-LIG4-XLF (Ahnesorg et al., 2006).

Se ha observado una sobreexpresion de Ku70/Ku80 en la ausencia de proteinas
involucradas en la HR, como BRCA1 y Rad51. Adicionalmente, la expresion de
Ku70/Ku80 en el nucleo esta asociada a un intervalo libre de enfermedad mas

extenso (Alshareeda et al., 2013).

En contraste con la NHEJ, la HR depende enteramente del reconocimiento de
secuencias homoélogas, utilizadas como moldes, garantizando una mayor fidelidad
de la reparacion. El reconocimiento de la ruptura se da mediante la unién del
complejo MRN a los extremos del sitio del dafio, al mismo tiempo, este se encarga

de la reseccion de los extremos libres de la cadena de DNA, y del reclutamiento de
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ATM. Posteriormente, el recubrimiento de la seccidon de cadena sencilla por las
Proteinas de Replicacion A (RPA) permiten el reclutamiento de mediadores de
Rad51 (Y. Sun et al., 2020). Los mediadores como BRCA2 y BRCAL, son los
encargados de facilitar la sustitucion de las RPA por Rad51 (Wright et al., 2018).
Adicionalmente se ha observado que la union de Rad54 al filamento de Rad51
ayuda a estabilizar la interaccién entre Rad51 y la cadena de DNA (Mazin et al.,
2003). Una vez formado el complejo sinaptico, encargado de la identificacion e
invasion de la secuencia homoéloga, comienza la formaciéon del D-Loop, que consiste
en el entrelazamiento de las hebras dafadas con sus secuencias homoélogas.
Finalmente, se llevan a cabo la sintesis de la region dafiada y la union con la cadena

complementaria (Wright et al., 2018).

Se ha reportado que cerca del 20% de casos de TNBC estan asociados a
mutaciones en BRCAl1 y BRCA2 (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Del
mismo modo, se ha observado que las deficiencias en la HR pueden ser
determinantes en el desarrollo del TNBC, la respuesta al tratamiento y la tasa de

supervivencia (Belli et al., 2019).

Otros tipos de reparacion

Existen otros tipos de reparacion de dafio al DNA encargados de reparar
alteraciones en las bases nitrogenadas (N. Chatterjee & Walker, 2017). La OS-
Metilguanina-DNA Metiltransferasa (MGMT) es la encargada de la reparacion de la

OS-Metilguanina (m®G), mediante la remocién del grupo metilo formando un
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complejo con MGMT que provoca la inactivacion de esta, que a su vez conduce a
su degradacién por ubiquitinacion. Adicionalmente, se ha observado que MGMT es
capaz de reparar una gran variedad de lesiones en el DNA asociadas a metilacién

(Pegg, 2000).

Se ha observado que existe una menor expresiéon de MGMT en TNBC que en otros
tipos de cancer de mama. Adicionalmente, se ha observado que la alteracion en la
expresion de MGMT puede ser indicador de una menor supervivencia (Alkam et al.,
2013). Por otro lado, se ha sugerido que la pérdida de funcion de MGMT esta
asociada a fenotipos de cancer de mama mas agresivos y a un mayor riesgo de

metastasis (Asiaf et al., 2015).
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Figura 1. Tipos de dafio al DNA y los mecanismos de Respuesta al Dafio al DNA (Carusillo &

Mussolino, 2020).

Se han identificado a las vias de sefalizacion de AKT-CHK1-Weel y la
Recombinacion Homoéloga, como posibles blancos para el desarrollo de terapias
dirigidas. Los inhibidores de PARP (PARPi) forman una parte importante del
tratamiento contra TNBC. Estos actian mediante la acumulacion de rupturas de

doble cadena de DNA en células con HR deficiente (HRD) conduciendo a la muerte
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celular por medio de la letalidad sintética. Sin embargo, el desarrollo de resistencia
a los PARPi ha hecho evidente la necesidad de nuevos marcadores (Jin et al.,

2021).

Regulacién de los mecanismos de DDR

La regulacion de la actividad de los mecanismos de DDR depende en gran parte de
modificaciones en la estructura de la cromatina y de vias de sefalizacion
involucradas en dicho proceso, como los eventos de fosforilacion, ubiquitinacion y
PARIilacion (Stadler & Richly, 2017) Adicionalmente se ha observado que los RNAs
no codificantes pequefios y los RNAs largos no codificantes cumplen funciones
regulatorias de los mecanismos de DDR. Particularmente, en los mecanismos de
reparacion de rupturas de doble cadena, se ha reportado su participacion en
procesos como la regulacion y la expresion de proteinas, y la estabilizacion de los
extremos dafiados para la reseccion (Shaw & Gullerova, 2021) (Figura 2). Del
mismo modo, los elementos regulatorios como enhancers, promotores, insulators y
silencers juegan un papel importante en la modulacién de multiples mecanismos
celulares. Se ha observado que estas redes regulatorias estan involucradas en el

surgimiento de enfermedades como el cancer (S. Chatterjee & Ahituv, 2017).
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Figura 2. Mecanismos de regulacion de los mecanismos de Respuesta al Dafio al DNA (Stadler &

Richly, 2017).

RNAs no codificantes (ncRNAS)

Los RNAs no codificantes (ncRNAs), participan en la regulacion de mdultiples
procesos en la célula, que van desde la regulacion de genes, hasta modificaciones
en la cromatina (Mattick & Makunin, 2006). Los ncRNAs constituyen la mayor parte
del transcriptoma, entre los que destacan los Micro RNAs (miRNAS) y los RNAs
Largos no codificantes (IncRNAs) como principales ncRNAs regulatorios
(Kondetimmanahalli et al., 2018) (Figura 3). Por un lado, los IncRNAs pueden
cumplir multiples funciones regulatorias, ya sea actuando como sefiales, sefiuelos,
guias o andamios (C. Zhang & Peng, 2015). Mientras que los miRNAs se encargan
de la regulacién de la expresiéon de genes a nivel postranscripcional (Adams et al.,

2014).
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Figura 3. Clasificacion de los ncRNAs de acuerdo con su funcion (ncRNAs constitutivos y ncRNAs

regulatorios y su tamafio (ncRNAs pequefios y IncRNAs) (Hombach & Kretz, 2016).

microRNAs

Los miRNAs se originan a partir de transcritos de genes codificantes o a partir de
genes independientes. Comunmente, la maduracion del transcrito se lleva a cabo
por medio de la llamada via candnica de maduracion, donde los complejos de
proteinas DROSHA y Dicer se encargan de la formacion del duplex del miRNA
(O’Brien et al., 2018). Posteriormente, el duplex del miRNA junto con las proteinas
AGO, se encargan de formar el Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA
(RISC), donde una de las cadenas del duplex sera seleccionada para guiar al

complejo RISC a su blanco para inducir su degradacion, mientras que la cadena no
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seleccionada seré expulsada del complejo. Por lo general, los miRNAs regulan la
expresion a nivel postranscripcional mediante la interaccion con los RNAs
mensajeros (MRNAs), en su mayoria mediante la unién de la denominada
secuencia semilla del miRNA con la regién no traducible 3’ (3’-UTR), provocando la
degradacion del mRNA o impidiendo la traduccién (Figura 4). Sin embargo, se ha
observado que algunos miRNAs tienen la capacidad de interactuar con otras

regiones del mMRNA (lwakawa & Tomari, 2022).
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Figura 4. Biogénesis y mecanismos de regulacion de los miRNAs (Saliminejad et al., 2019).
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ncRNAs en TNBC

Se ha reportado la participacion de ncRNAs en la regulacion mdltiples vias de
sefializacion en TNBC, como la invasion y metastasis, y los mecanismos de DDR
(Aranza-Martinez et al., 2021). Los IncRNAs desregulados pueden actuar como
oncogenes o0 genes supresores de tumores en TNBC, regulando procesos como la
diferenciacion, proliferacion, apoptosis y el metabolismo. Adicionalmente, se ha
observado que pueden estar involucrados en la adquisicibn de resistencia a

tratamientos (Thakur et al., 2021).

El IncRNA MALAT1 juega un papel importante en el desarrollo de TNBC y la
adquisicion de resistencia al paclitaxel y a la doxorubicina como tratamiento
neoadyuvante (Shaath et al., 2021). El IncRNA RMST se encuentra subexpresado
en tejidos de TNBC y que inhibe la proliferacion celular y la apoptosis inducida en
lineas celulares derivadas de TNBC, ademas se sugiere que podria participar en la
regulacion del ciclo celular y la migracion e invasion celular (L. Wang et al., 2018).
Por otro lado, se ha observado que el IncRNA ADAMTS9-AS2 podria participar en
la regulacion de los mecanismos de proliferacion, apoptosis, metastasis y el efecto
Warburg mediante la regulacion de la via de sefializacion TGF-B por medio de la

interaccion con la proteina RPL22 en células de TNBC (Ni et al., 2021).

Del mismo modo, en TNBC se ha observado que los miRNAs pueden tener un papel
fundamental en la regulacion de procesos como la carcinogénesis, la progresion del
cancer y la metastasis, asumiendo el papel de oncogenes o genes supresores de

tumores (Sabit et al., 2021). Por ejemplo, miR-211 podria promover la metastasis
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temprana a cerebro mediante la regulacion de SOX11 y NGN2, adicionalmente, se
ha atribuido la capacidad de miR-211 de inducir la metastasis temprana a cerebro,
a su capacidad de incrementar las propiedades de “stemness” de células derivadas

de TNBC (Pan et al., 2021).

Las redes de interaccién entre ncRNAs han sido de interés para el desarrollo de
nuevas terapias para TNBC (Volovat et al., 2020). Wang et al. (2021) reportaron que
la red de interaccion circWAC/miR142/WWP podria modular la quimiosensibilidad
en células de TNBC mediante la regulacion de la via de sefializacion PI3K/AKT. De
la misma forma, se report6 que el IncRNA podria regular el crecimiento tumoral y la
metastasis interactuando con el eje de sefalizacion miR-221-5p/HOXA9 (S.-M.
Wang et al., 2021). Adicionalmente, se ha observado que el eje de sefalizacion
GSEC/miR-202-5p/AXL podria estar involucrado en la progresion de TNBC,

regulando la proliferacion, la invasion y la metastasis (J. Zhang et al., 2021).

miR-142-3p

Particularmente, se ha observado que existen alteraciones en la expresion de miR-
142-3p en lineas celulares derivadas de cancer de mama y en tejidos de etapas
avanzadas de cancer mama. Por otro lado, se ha sugerido que miR-142-3p podria
tener un papel importante en la carcinogénesis mediante la regulacion de la
expresion de HMGA2. Adicionalmente, podria participar en la regulacién de la via
de sefializacibn de AKT/ERK/STAT3, modulando la proliferacion celular y las

propiedades de las células troncales (Mansoori et al., 2021). En la misma linea, se
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ha sugerido que el eje de sefializacion de miR-142-3p/HMGB1 podria promover la
apoptosis por medio de la regulacion de la autofagia y se ha observado que podria
promover la sensibilidad a farmacos, en células de cancer de mama (Liang et al.,
2020). Otro estudio revela que miR-142-3p podria regular las propiedades de las
células troncales en células derivadas de cancer de mama, ademas se ha sugerido
su participacion en la adquisicion de radioresistencia, probablemente mediante la
interaccion con Bodl, BRCAly BRCA2, y KLF4 (Troschel et al., 2018). De manera
similar, se ha encontrado una correlacion negativa entre la expresion de miR-142-
3p y la expresion de la proteina MGMT en células derivadas de glioblastoma.
Ademas, se observdé una disminucion en la viabilidad celular en células de
glioblastoma tratadas con agentes alquilantes, como resultado de la sobreexpresion

de miR-142-3p (Lee et al., 2018).

miR-139-5p

Estudios en varios tipos de cancer muestran alteraciones en la expresion de miR-
139-5p en comparacion con tejidos sanos, ademas, se ha observado que miR-139-
5p podria participar en la regulacion de multiples genes blanco y sus respectivas
vias de sefalizacion (Khalili et al., 2020). En la misma linea, se ha encontrado una
disminuciéon en la expresion de miR-139-5p en diferentes subtipos de cancer de
mama, ademas se observl un incremento en la expresion de FBN2, MEX3A vy
TPD52, sugiriendo la participacion de miR-139-5p en la regulacion de dichos genes

(H. Sun et al., 2022). De igual forma, se ha observado una disminucién en la
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expresion de miR-139-5p en muestras de TNBC y en muestras de cancer de mama
invasivo, sugiriendo su participacion en el proceso metastésico. Por el contrario, la
sobreexpresion de miR-139-5p en lineas celulares derivadas de TNBC disminuy6
las capacidades invasivas y migratorias de las células, confirmando la participacién
de miR-139-5p en la metastasis. Adicionalmente, se reportd la participacién de miR-
139-5p en la regulacion de la expresion de genes involucrados en la tumorigénesis,
la migracion celular y la invasion (Krishnan et al., 2013). Otro estudio muestra una
asociacion entre la expresion de miR-139-5p y la reincidencia de cancer de mama
posterior a la radioterapia, sugiriendo la participacion de miR-139-5p en larespuesta
a la radioterapia. En la misma linea, se observo una disminucion significativa en la
reparacion de dafio al DNA, asi como un incremento en el estrés oxidativo, como
resultado de la sobreexpresion de miR-139-5p en células sometidas a radiacion. Por
otro lado, se identificaron a los genes POLQ, TOP1, TOP2A, RAD54L y XRCCS5,
involucrados en los mecanismos de DDR, y al gen MAT2A, involucrado a la
respuesta al estrés oxidativo, como posibles blancos de miR-139-5p. Por lo tanto,
se sugirid la participacion de miR-139-5p en la respuesta a la radioterapia, mediante
la regulacion de genes asociados a los mecanismos de DDR y la respuesta al estrés

oxidativo en cancer de mama (Pajic et al., 2018).

En este trabajo nos proponemos mostrar la participaciéon de los microRNAs miR-
142-3p y miR-139-5p en la regulacion de genes involucrados en los mecanismos de

respuesta al dafio al DNA.
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Hipotesis
Los microRNAs miR-142-3p y miR-139-5p participan en la regulaciéon de genes
involucrados en los mecanismos de respuesta al dafio al DNA en lineas celulares

derivadas de cancer de mama triple negativo.

Objetivos
General: Evaluar la expresion de miR-142-3p y miR-139-5p y la regulaciéon que
ejerce sobre genes involucrados en los mecanismos de respuesta al dafio al DNA

en lineas celulares derivadas de cancer de mama triple negativo.

Especificos

e Evaluar la expresion relativa de miR-142-3p y de miR-139-5p en lineas
celulares derivadas de TNBC.

e Evaluar la expresion relativa de los posibles genes blanco de miR-142-3p y
miR-139-5p en lineas celulares derivadas de cancer de mama triple negativo.

e Evaluar in silico la expresion de miR-142-3p y miR-139-5p en muestras de
tejido sano y tejido tumoral.

e Evaluar in silico la expresién de los posibles genes blanco de miR-142-3p y

miR-139-5p en muestras de tejido sano y tejido tumoral.
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Materiales y Método

Cultivo Celular

Las lineas celulares de TNBC BT20 (ATCC HTB-19™) y MDA-MB-231 (ATCC HTB-
26™) se cultivaron en medio Gibco Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: Nutrient
Mixture F12 (DMEM/F-12) suplementado con 10 % Suero Fetal Bovino y 1%
Penicilina/Estreptomicina. La linea celular no tumoral MCF-10A (ATCC CRL-
10317™) se cultivd en medio DMEM/F-12 suplementado con 10 U/mL de Insulina,
0.2 mg/mL de Factor de Crecimiento Endotelial (EGF), 0.2 pg/mL de Hidrocortisona,
10 % Suero Fetal Bovino y 1% Penicilina/Estreptomicina. Todas la células fueron

cultivadas en cajas P-100 a 37 °C en una atmésfera con 5 % de COa..

Aislamiento de RNA

Se extrajo RNA total de los cultivos celulares de BT20 y MDA-MB-231 con un 80%
de confluencia, mediante el método de Isotiocianato de Guanidina-Fenol-
Cloroformo utilizando el reactivo TRIzol™ (Ambion™). Se utiliz6 1 mL de TRIzol

para las cajas P-100 y se siguieron las recomendaciones del fabricante (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo de Aislamiento de RNA con TRIzol.

Disefo de Primers

El disefio de Primers para la deteccion de miR-142-3p y miR-139-5p (Tabla 1) se
llevé a cabo de acuerdo con el método propuesto por Varkonyi-Gasic et al. (2007)
para la deteccidn y cuantificacion de miRNAs. Por otro lado, para la deteccion de
BRCA2, MGMT, XRCC5 y RAD54L el disefio de primers (Tabla 2) se llevo a cabo
utilizando la herramienta Primer-BLAST del National Center for Biotechnology

Information (NCBI).
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Tabla 1. Secuencias y Primers de miR-142-3p, miR-139-5p y RNUG6.

Secuencia 5’- UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA -3’
5- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC
miR-142-3p  RT Loop
TGGATACGACTCCATAA -3’
Primer Fw 5- GCGGCGGTGTAGTGTTTCCTACT -3
Secuencia 5’- UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU -3
5- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC
miR-136-5p  RT Loop
TGGATACGACACTGGAGA -3’
Primer Fw 5'- GCGGCGGTCTACAGTGCACGTGTC -3
5- GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGA
Secuencia  ACGATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCGCAAG
U6 small
GATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTT -3’
nuclear RNA
5- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC
(RNUB) RT Loop
TGGATACGACAAAATATGG -3’
Primer Fw 5- GTGCTCGCTTCGGCAGCACAT -3’
Primer
miRNA Rv 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT -3’

Universal

34



Tabla 2. Primers Actina, BRCA2, MGMT, XRCC5 y RAD54L.

Primer Fw 5- CTCACCCTGAAGTACCCCATC -3’

Actina
Primer Rv 5'- GATAGCACAGCCTGGATAGCAA -3’
Primer Fw 5- AAATCAGGCCTTCTTACTTT -3’
BRCA2
Primer Rv 5- TGATAAAGGACTTTGATAAT -3’
Primer Fw 5- CCTGGCTGAATGCCTATTTC -3’
MGMT
Primer Rv 5-TGTCTGGTGAACGACTCTTG -3
Primer Fw 5-TTGTACAGCGACAGGTGTTT -3’
XRCC5
Primer Rv 5- GAATCACATCCATGCTCACG -3
Primer Fw 5- TAGGCCCAGGATGAGGAG -3
RAD54L

Primer Rv 5- AGACAAGGTGGTTGATTGGT -3’

Evaluacion de la expresion de miRNAs

La evaluacion de la expresion relativa de los miRNAs se llevd a cabo de acuerdo
con el protocolo propuesto por Varkonyi-Gasic et al. (2007). Se disefiaron Stem-
Loop RT Primers especificos para cada miRNA, con siete bases complementarias
a la secuencia de miRNA, para su uniébn a este, para llevar a cabo la
retrotranscripcion. Posteriormente, el Stem-Loop RT Primer unido al cDNA se
extiende permitiendo la unidon del Forward Primer especifico del miRNA y el

Universal Reverse Primer para la amplificacion por PCR o qPCR (Figura 6).
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Figura 6. Stem-Loop RT-PCR y RT-gPCR de los miRNAs (Varkonyi-Gasic et al., 2007).

Stem-Loop RT de los miRNAs

La sintesis de cDNA de los miRNAs se realiz6 de acuerdo con el protocolo

propuesto por Varkonyi-Gasic et al. (2007) modificado acorde a las especificaciones

del kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

Se utilizaron 2 pg de RNA en una reaccion de 10 pL, para la cual se preparo el

Master Mix 1 (Tabla 3) y se incub6 a 65°C durante 5 min y después a 4°C durante

2 min. Posteriormente, se agregaron 3 yuL de Master Mix 2 (Tabla 4) a cada reaccion.

La reaccion se llevo a cabo con las condiciones mostradas en la Figura 7.



Tabla 3. RT miRNAs Master Mix 1.

Volumen por reaccién [uL]

Stem-Loop miRNA 1 uyM 1
dNTPs 10 mM 0.5
H2Omiiig -
RNA (2 pg) -
Volumen Total 7

Tabla 4. RT miRNAs Master Mix 2.

Volumen por reaccioén [uL]

H2Onmilig 1
RT Buffer 10x 1
Inhibidor de RNAsa 0.5
Multiscribe RT 0.5
Volumen Total 3
i E 60 Ciclos E E
:
Temperatura 16°C 30°C 42°C 50°C 80°C 4°C
Tiempo 30 min 30s 30s 1s 5 min 00

Figura 7. Perfil de temperaturas de Retrotranscripcion de miRNAs.
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RT-PCR de los miRNAs

La reaccion de RT-PCR se realiz6 con la DNA Polimerasa GoTaq® (Promega). Para
RNUG la reaccion se prepar6 de acuerdo con la Tabla 5. Mientras que para miRNAs

las reacciones se prepararon de acuerdo con la Tabla 6.

Tabla 5. RT-PCR RNUG.

Volumen por reaccién [uL]

H2Omiiiq 15.125
Buffer PCR 5x 5
MgCl- 2
dNTPs 10 mM 0.625
Primer Fw RNU6 10 uM 0.5
Primer miRNA Universal Rv 10 uM 0.5
GoTaq® DNA Polymerase 0.25
cDNA 1
Volumen Total 25
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Tabla 6. RT-PCR miRNAs.

Volumen por reaccién [uL]

H2Omiiig 15.625
Buffer PCR 5x 5
MgCl, 2
dNTPs 10 mM 0.625
Primer Fw miRNAs 10 uM 0.25
Primer miRNA Universal Rv 10 uM 0.25
GoTag® DNA Polymerase 0.25
cDNA 1
Volumen Total 25

Para RNUSG6, la reaccion se llevd a cabo de acuerdo con las condiciones mostradas
en la Figura 8.
1

T

1
| 35 Ciclos |
I . |
I I |
I I |
Temperatura 94°C 95°C 60°C 72°C 4°C
Tiempo 2 min 15s 1min20s 7 min o0

Figura 8. Perfil de temperaturas de la RT-PCR de RNUSG.
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La reaccion para la identificacion de miRNAs se llevo a cabo de acuerdo con las

condiciones mostradas en la Figura 9.

.

|
: 35 Ciclos )
| I
| I
| |
Temperatura 94°C 95°C 62°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 2 min 20s 20s 10s 2 min 0

Figura 9. Perfil de temperaturas de la RT-PCR de los miRNAs.

Finalmente, para validar las condiciones de amplificacion se realizd una
electroforesis en gel de Agarosa al 2.5% con Bromuro de Etidio y Marcador de Peso

Molecular GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™).

RT-gPCR de los miRNAs

La evaluacion de la expresion relativa de miR-142-3p y de miR-139-5p se llevo a
cabo mediante RT-gPCR utilizando el kit TB Green™ Premix Ex Tagq™ (Takara Bio
Inc.) en el termociclador QIAquant 96 (QIAGEN). Las reacciones se prepararon de
acuerdo con la Tabla 7. La expresion relativa de miR-142-3p y miR-139-5p se
normaliz6 con respecto a RNU6 utilizando el método 224t (Livak & Schmittgen,
2001). La reaccion de RT-gPCR de RNU6 se llevo a cabo de acuerdo con las
condiciones mencionadas en la Figura 10, mientras que para miRNAs se utilizaron

las condiciones mencionadas en la Figura 11.
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Tabla 7. RT-gPCR.

Volumen por reaccién [uL]

TB Green 5
H2Omiiig 3.5
Primer Fw 10 uM 0.25
Primer Rv 10 pM 0.25
cDNA 1
Volumen Total 10

A -
| 35 Ciclos /sf
I 1 I
I 1 1
I 1
I 1
Temperatura 94°C 95°C 60°C 95°C 65°C 95°C 4°C
Tiempo 2 min 15s 1min20s 5s 1 min + 0.5°C/Ciclo )

@ Lectura éptica para la cuantificacion o para el analisis de melting curve.

/\’ Rampa de temperatura.

Figura 10. Perfil de temperaturas de la RT-qPCR de RNUSG.
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I | I
1 1 B 1 /\’
1 | 35 Ciclo 1 |
I | I |
I | I
1 | 1
Temperatura 84°C 95°C 62°C 72°C 95°C 65°C 95°C 4°C
Tiempo 2 min 20s 20s 10s 5s 1 min + 0.5°C/Ciclo 0

@ Lectura éptica para la cuantificacion o para el analisis de melting curve.

/\’ Rampa de temperatura.

Figura 11. Perfil de temperaturas de la RT-gPCR de los miRNAs.

Evaluacion de la expresion de los genes blanco de los miRNAs

Retrotranscripcion de los genes blanco

La sintesis de cDNA para el analisis de los genes blanco de los miRNAs se realiz6
con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Se
utilizé 1 pg de RNA en una reaccion de 20 uL. Se prepar6 el Master Mix 1 (Tabla 8)
y se incub6 a 70°C durante 5 min en el termociclador, posteriormente, se agregaron
8 uL de Master Mix 2 (Tabla 9) a cada reaccion. La reaccion se llevé a cabo de

acuerdo con las condiciones mostradas en la Figura 12.
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Tabla 8. RT Master Mix 1

Volumen por reaccién [uL]

H2Omiiig -
Random Primers 10x 2
RNA (1 pg) -
Volumen Total 12

Tabla 9. RT Master Mix 2

Volumen por reaccioén [uL]

H2Omiiig 4.2
RT Buffer 10x 2
dNTPs 10 mM 0.8
Multiscribe RT 1
Volumen Total 8

Temperatura 70°C 25°C 37°C 85°C 4°C

Tiempo 5 min 10 min 2 hrs 5 min ©0

Figura 12. Perfil de temperaturas de la Retrotranscripcion de los genes blanco.
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RT-PCR de los genes blanco

La reaccion de RT-PCR se realizé con la DNA Polimerasa GoTaq® (Promega). Las

reacciones se prepararon de acuerdo con la Tabla 10.

Tabla 10. RT-PCR genes blanco.

Volumen por reaccién [uL]

H2Omiiig 15.125
Buffer PCR 5x 5
MgCl- 2
dNTPs 10 mM 0.625
Primer Fw 10 pM 0.5
Primer Rv 10 uM 0.5
GoTaq® DNA Polymerase 0.25
cDNA 1
Volumen Total 25

Las reacciones de RT-PCR de Actina, MGMT, XRCC5 y RAD54L se llevaron a cabo
de acuerdo con las condiciones mostradas en la Figura 13. Por otro lado, la reaccion
de RT-PCR de BRCAZ2 se llevo a cabo de acuerdo con las condiciones mostradas

en la Figura 14.
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35 Ciclos

Temperatura 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C 4°C

Tiempo 1 min 20s 20s 20s 7 min =]

Figura 13. Perfil de temperaturas de la RT-PCR de Actina, MGMT, XRCC5 y RAD54L.

I
1 I
: 35 Ciclos | )
1 I I
1 I I
] ] |
Temperatura 95°C 95°C 46°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 1 min 20s 20s 35s 7 min oQ

Figura 14. Perfil de temperaturas de la RT-PCR de BRCA2.

Finalmente, para validar las condiciones de amplificacién se realizd mediante una
electroforesis en gel de Agarosa al 2% con Bromuro de Etidio y Marcador de Peso

Molecular GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™).

RT-gPCR de los genes blanco

La evaluacién de la expresion relativa de los genes blanco se llevé a cabo mediante
RT-gPCR utilizando el kit TB Green™ Premix Ex Tag™ (Takara Bio Inc.) en el

termociclador QIAquant 96 (QIAGEN). Las reacciones se prepararon de acuerdo
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conlaTabla 11. La expresion relativa de los genes blanco se normaliz6 con respecto
a la de B-Actina utilizando el método 24t (Livak & Schmittgen, 2001). Para B-
Actina, MGMT, XRCC5 y RAD54L se utilizaron las condiciones mostradas en la
Figura 15, finalmente, para BRCAZ2, se utilizaron las condiciones mencionadas en

la Figura 16.

Tabla 11. RT-gPCR.

Volumen por reaccién [uL]

TB Green 5
H2Omiiig 3.5
Primer Fw 10 pM 0.25
Primer Rv 10 uM 0.25
cDNA 1
Volumen Total 10
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1 | 35 Ciclos | |
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I | I
. . (o) (0)

Temperatura 895°C 95°C 57°C 72°C 95°C 65°C 95°C 4°C
Tiempo 1 min 20s 20s 20s 5s 1 min + 0.5°C/Ciclo 0
@ Lectura éptica para la cuantificacion o para el analisis de melting curve.

/\’ Rampa de temperatura.

Figura 15. Perfil de temperaturas de la RT-qPCR de Actina, MGMT, XRCC5 y RAD54L.
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1 , 35 Ciclos | |
I | I |
I | I
. . . @ (0]
Temperatura 895°C 95°C 46°C 72°C 95°C 65°C 95°C 4°C
Tiempo 1 min 20s 20s 35s 5s 1 min + 0.5°C/Ciclo 0

@ Lectura éptica para la cuantificacion o para el analisis de melting curve.

/\f Rampa de temperatura.

Figura 16. Perfil de temperaturas de la RT-gPCR de BRCA2.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de expresion se llevo a cabo utilizando Excel y

GraphPad Prism 8. Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. La
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expresion relativa se muestra como AACt + SD. Se llevaron a cabo pruebas de t de
Student para comparar la expresion relativa entre lineas celulares. Se consideraron

P-values < 0.05 como estadisticamente significativos.

Andlisis de la estructura secundaria de los mMRNAs de los genes blanco

Se emplearon las secuencias de los mMRNA de los genes blanco en formato FASTA
obtenidas del NCBI para el andlisis. Se alinearon las secuencias de los miRNAs con
las secuencias de los mRNAs blanco en la herramienta IntaRNA de la Albert-
Ludwigs-Universitat Freiburg para identificar los posibles sitios de unién de los
mMiRNAs (Mann et al., 2017). Los posibles sitios de unién se seleccionaron de
acuerdo con su localizacion, el tipo de unién de la secuencia semilla y su energia
(AG). Posteriormente, se cargaron las secuencias de los mRNAs de BRCAZ2,
MGMT, XRCC5 y RAD54L a la herramienta RNA Folding Form del software
UNAFold para obtener las estructuras secundarias de los mRNAs (Zuker, 2003). Se
seleccionaron las estructuras secundarias con el AG mas bajo. Finalmente, se
identificaron los posibles sitios de union de los miIRNAs en las estructuras

secundarias obtenidas.

Analisis in silico de la expresion de miRNAs y mRNAs en pacientes de TNBC

Se utilizaron datos de expresion de miRNAs y mRNAs en pacientes de TNBC

obtenidos de sets de datos de microarreglos disponibles en el Gene Expression
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Omnibus (GEO) del NCBI para el analisis. La busqueda se realiz6 utilizando las
siguientes palabras clave: Triple Negative Breast Cancer y TNBC. Se utilizo el set
de datos GSE45498 (n = 536; Cascione et al., 2013) para el analisis. Las
plataformas GPL16231 y GPL16299 se emplearon para el andlisis de miRNAs y
MRNASs, respectivamente. Los datos se analizaron directamente con la herramienta
GEOZ2R del NCBI (Smyth, 2005). Se definieron los grupos a comparar, donde se
seleccionaron las muestras correspondientes a cada grupo, los grupos se definieron
de la siguiente manera: “Normal”, “Primary Tumor” y “Metastatic”. Se consideraron
los P-values < 0.05 como estadisticamente significativos, se utilizaron valores de
FDR (False Discovery Rate) < 0.05 como estadisticamente significativos (Benjamini
& Hochberg, 1995), los datos de la plataforma GPL16299 se transformaron a Log2,
mientras que los de la plataforma GPL16231 se analizaron directamente, para
ambos sets de datos se utilizé el método “vooma” (Law et al., 2014). Se descargaron

las tablas de datos normalizados y de resultados.

Por otro lado, se generaron Volcano Plots a partir de los “Log2 (Fold Change)” y los
“-Log10 (FDR)” de cada gen. Con los datos se crearon archivos de texto delimitados
por tabulaciones y se cargaron a la herramienta VolcaNoseR (Goedhart &
Luijsterburg, 2020). Se consideraron valores de Log2 (Fold Change) < -1 como
disminuidos y valores de Log2 (Fold Change) > 1 como incrementados. Se
consideraron valores de -Logl10 (FDR) > 1.3010299957 (equivalente a un adj. P-
value de 0.05) como estadisticamente significativos. Finalmente, se resaltaron los

genes de interés en cada grafica.
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Resultados

La expresion relativa de miR-142-3p y miR-139-5p es diferencial en lineas

celulares derivadas de TNBC.

La validacion de condiciones de amplificacién de los miRNAs se llevé a cabo
mediante Stem-Loop RT-PCR en la linea celular MCF-10Ay en las lineas celulares
derivadas de TNBC (BT20 y MDA-MB-231). Se observé un producto Unico del peso
molecular esperado tanto para el amplicon de miR-142-3p como para el de miR-
139-5p. La banda correspondiente a miR-142-3p en la linea celular MDA-MB-231
tuvo una mayor intensidad con respecto a la linea celular BT20 y la linea celular no
tumoral. Los resultados muestran una intensidad similar en las bandas
correspondientes a miR-139-5p en ambas lineas celulares derivadas de TNBC

(Figura 17).
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Figura 17. Validacion de las condiciones de amplificacion de los miRNAs mediante Stem-Loop RT-
PCR en lineas celulares derivadas de TNBC (Electroforesis en Gel de Agarosa). A. miR-142-3p (74

pb). B. miR-139-5p (74 pb). C. RNU6 (149 pb).

Para evaluar la expresion relativa de miR-142-3p y de miR-139-5p se llevo a cabo
una Stem-Loop RT-gPCR. La expresion de miR-142-3p es significativamente mayor
en la linea celular MDA-MB-231 comparado con la linea celular MCF-10A, por otro

lado, la expresion de miR-142-3p es menor en la linea celular BT20 (Figura 18).
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Figura 18. Expresion relativa de miR-142-3p en lineas celulares derivadas de TNBC.

Del mismo modo, la expresion de miR-139-5p es significativamente mayor en la
linea celular MDA-MB-231, mientras que en la linea celular BT20 no se observo

amplificacion (Figura 19).
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Figura 19. Expresion relativa de miR-139-5p en lineas celulares derivadas de TNBC.
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BRCAZ2 se encuentra sobreexpresado en lineas celulares derivadas de TNBC.

Se validaron las condiciones de amplificacion de BRCA2, uno de los posibles
blancos de miR-142-3p mediante RT-PCR en la linea celular MCF-10A y en las
lineas celulares derivadas de TNBC (MDA-MB-231y BT20). Se observé un producto
Unico del peso molecular esperado para el amplicon de BRCA2. Las bandas
correspondientes a las lineas celulares derivadas de TNBC tuvieron una mayor

intensidad en comparacion con la linea celular no tumoral (Figura 20).
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Figura 20. Validacion de las condiciones de amplificacion de BRCA2 en lineas celulares derivadas

de TNBC (Electroforesis en Gel de Agarosa). A. BRCA2 (300 pb). B. Actina (230 pb).

La expresion relativa de BRCA2 se evalué mediante RT-gPCR. Se confirmo6 que
BRCA2 se encuentra significativamente sobreexpresado en lineas celulares de

TNBC comparado con la linea celular no tumoral MCF-10A (Figura 21).
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Figura 21. Expresion relativa de BRCAZ2 en lineas celulares derivadas de TNBC.

El andlisis de las estructuras secundarias predichas sugiere que el sitio de
unién de miR-142-3p en el mMRNA de BRCA2 podria estar disponible para la

interaccion.

Se identifico el posible sitio de union de miR-142-3p en el MRNA de BRCA2 con
ayuda de la herramienta IntaRNA (Figura 22). Posteriormente se identifico el sitio
de union de miR-142-3p en la estructura secundaria de BRCA2 predicha en la
herramienta mFold (Figura 23). Se observd que el posible sitio de union de miR-
142-3p en el MRNA de BRCA2 se encontraba en una region de cadena sencilla,

sugiriendo que el sitio esta disponible para la interaccién.

54



Target (top) : BRCAZ

Query (bottom) : hsa-miR-142-3p
10875 10881
| |
5'-GGC. .UUGAU AGUAU. .CUG-3'
CACUACA
[T
GUGAUGU

3'-AGG. .CCUUU
| [

7 1
Energy : -7.35 kcal/mol
Hybridization Energy : -8.84 kcal/mol
Unfolding Energy - Target : 0.91 kcal/mol
Unfolding Energy - Query : 0.58 kcal/mol

Figura 22. Posible sitio de unién de miR-142-3p en la region 3-UTR del mMRNA de BRCAZ2.
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Figura 23. Posible sitio de unién de miR-142-3p en la estructura secundaria predicha del mRNA de

BRCAZ2 resaltado en azul.
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La expresion de MGMT se encuentra por debajo del umbral de deteccién en

lineas celulares derivadas de TNBC.

Se validaron las condiciones de amplificacion de MGMT, uno de los posibles
blancos de miR-142-3p mediante RT-PCR en la linea celular MCF-10A y en las
lineas celulares derivadas de TNBC (MDA-MB-231 y BT20). Se observé un producto
tnico del peso molecular esperado para el amplicon de MGMT. Unicamente se
observo la banda correspondiente a la linea celular MCF-10A, mientras que en las
lineas celulares derivadas de TNBC no se observo amplificacion (Figura 24),

sugiriendo que no existe correlacion entre la expresion de miR-142-3p y MGMT.

300 pb —»
200 pb _> m <_ B-Actina

Figura 24. Validacién de las condiciones de amplificacién de MGMT en lineas celulares derivadas

de TNBC (Electroforesis en Gel de Agarosa). A. MGMT. B. Actina (230 pb).

Se evalud la expresion relativa de MGMT mediante RT-gPCR. Unicamente se
observo amplificacion en la linea celular MCF-10A, mientras que en las lineas
celulares derivadas de TNBC no se observé amplificacién, sugiriendo que la
expresion de MGMT se encuentra por debajo del umbral de deteccién en las lineas

celulares derivadas de TNBC (Figura 25).
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Figura 25. Expresion relativa de MGMT en lineas celulares derivadas de TNBC.

El andlisis de las estructuras secundarias predichas sugiere que el sitio de
unién de miR-142-3p en el mMRNA de MGMT podria no estar disponible para la

interaccion.

Se identificé el posible sitio de unién de miR-142-3p en el MRNA de MGMT con
ayuda de la herramienta IntaRNA (Figura 26). Posteriormente se identifico el sitio
de unién de miR-142-3p en las estructuras secundarias de MGMT predichas en la
herramienta mFold (Figura 27). Se observd que el posible sitio de union de miR-
142-3p en el MRNA de MGMT se encontraba en regiones de doble cadena, por lo

tanto, el sitio podria no estar disponible para la interaccion.
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MGMT

Target (top) :
Query (bottom) : hsa-miR-142-3p
887 894

| |
5'-AARC..UCUCU CCUUG. .UGU-3"
ARCGCUGC
FEEEETd
UUGUGAUG
3'-AGG. .AUCCU U-5"
| |
9 2

-6.83 kcal/mol
-8.88 kcal/mol

Energy
Hybridization Energy :
1.47 kcal/mol

Unfolding Energy - Target
Unfolding Energy - Query : 0.58 kcal/mol

Figura 26. Posible sitio de unién de miR-142-3p en la region 3'-UTR del mMRNA de MGMT.

Figura 27. Posible sitio de union de miR-142-3p en la estructura secundaria predicha del mMRNA de

MGMT resaltado en azul.
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La expresion relativa de XRCC5 es similar en lineas celulares derivadas de

TNBC.

Se validaron las condiciones de amplificacion de XRCC5, uno de los posibles
blancos de miR-139-5p mediante RT-PCR en la linea celular MCF-10A y en las
lineas celulares derivadas de TNBC (MDA-MB-231y BT20). Se observé un producto
Unico del peso molecular esperado para el amplicon de XRCC5. Se observd una
intensidad similar, tanto en las bandas correspondientes a las lineas celulares

derivadas de TNBC, como en la linea celular no tumoral (Figura 28).
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Figura 28. Validaciéon de las condiciones de amplificacién de XRCCS5 en lineas celulares derivadas

de TNBC (Electroforesis en Gel de Agarosa). A. XRCC5 (234 pb). B. Actina (230 pb).

La expresion relativa de XRCC5 se evalué mediante RT-gPCR. No se encontraron
diferencias significativas entre la expresion de ambas lineas celulares y la linea
celular no tumoral, sugiriendo que no existe correlacion entre la expresion de miR-
139-5p y XRCCS5 en lineas celulares derivadas de TNBC (Figura 29). Por lo tanto,
se sugiere que no existe una correlacion entre la expresiéon de miR-139-5p y

XRCCS5.
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Figura 29. Expresion relativa de XRCC5 en lineas celulares derivadas de TNBC.

El andlisis de las estructuras secundarias predichas sugiere que el sitio de
unién de miR-139-5p en el MRNA de XRCC5 podria no estar disponible para la

interaccion.

De la misma forma, se identifico el posible sitio de union de miR-139-5p en el mMRNA
de XRCCS5 (Figura 30). Se identificé el sitio de union de miR-139-5p en la estructura
secundaria de XRCC5 predicha (Figura 31). Se observé que el posible sitio de unién
de miR-139-5p en el MRNA de XRCC5 se encontraba en una region de doble

cadena, por lo tanto, el sitio podria no estar disponible para la interaccion.
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Target (top) : XRCC5
Query (bottom) : hsa-miR-139-5p
2412 2441
I |
5'-GAG. .GUUAC GGAU UCUAAUUCU RUGAA. .UCC-3'
CUGGAGGC CA CUGUGGA
LT I ERRRN
GACCUCUG GU GACAUCU
3'-U UGCAC
I |
22 1
Energy : -9.82 kcal/mol
Hybridization Energy : -18.09 kcal/mol
Unfolding Energy - Target : 7.75 kcal/mol
Unfolding Energy - Query 0 0.52 kecal/mol

Figura 30. Posible sitio de unién de miR-139-5p en la regién 3’-UTR del mMRNA de XRCCS.

Figura 31. Posible sitio de union de miR-139-5p en la estructura secundaria predicha del mRNA de

XRCCS5 resaltado en azul.
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RAD54L se encuentra sobreexpresado en lineas celulares derivadas de TNBC.

Se validaron las condiciones de amplificacion de RAD54L uno de los posibles
blancos de miR-139-5p mediante RT-PCR en la linea celular MCF-10A y en las
lineas celulares derivadas de TNBC (MDA-MB-231y BT20). Se observé un producto
Unico del peso molecular esperado para el amplicon de RAD54L. Se observé una
intensidad similar, tanto en las bandas correspondientes a las lineas celulares

derivadas de TNBC, como en la linea celular no tumoral (Figura 32).
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Figura 32. Validacién de las condiciones de amplificacién de RAD54L en lineas celulares derivadas

de TNBC (Electroforesis en Gel de Agarosa). A. RAD54L (204 pb). B. Actina (230 pb).

De igual forma, la expresion relativa de RAD54L se evalué mediante RT-gPCR en
MDA-MB-231 y BT20. Se observd un incremento significativo en la expresion de
RAD54L en las lineas celulares derivadas de TNBC en comparacion con la linea
celular no tumoral (Figura 33). Sin embargo, no se observa correlacion entre la

expresion de miR-139-5p y RAD54L.
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Figura 33. Expresion relativa de RAD54L en lineas celulares derivadas de TNBC.

El andlisis de las estructuras secundarias predichas sugiere que el sitio de
unién de miR-139-5p en el MRNA de RAD54L podria no estar disponible para

la interaccion.

Se identificé el posible sitio de union de miR-139-5p en el mMRNA de RAD54L (Figura
34). Posteriormente, se identificé el sitio de uniébn de miR-139-5p en las estructuras
secundarias de RAD54L predichas (Figura 35). Se observo que el posible sitio de
unién de miR-139-5p en el MRNA de RAD54L se ubicaba en la region codificante
(CDS), adicionalmente, se encontraba en regiones de doble cadena, por lo tanto, el

sitio podria no estar disponible para la interaccion.
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Target (top) : RADS4L

Query (bottom) : hsa-miR-139-5p
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Energy : -12.41 kcal/mol
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Figura 34. Posible sitio de union de miR-139-5p en la regién codificante (CDS) del mRNA de RAD54L.

Figura 35. Posible sitio de union de miR-139-5p en la estructura secundaria predicha del mMRNA de

RAD5A4L resaltado en azul.
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miR-142-3p se encuentra sobreexpresado en tumores primarios de TNBC

Se analizé la expresion de miR-142-3p y miR-139-5p en datos obtenidos de
pacientes (Cascione et al., 2013). Se observé que miR-142-3p se encuentra
significativamente sobreexpresado en tejido de tumores primarios de TNBC en
comparacioén con el tejido sano (Figura 36A). En el caso de las muestras de invasion
a nodo linfatico se observé una expresion aun mayor de miR-142-3p en
comparacién con el tejido sano (Figura 36B). Finalmente, se encontré una mayor
expresion de miR-142-3p en muestras de invasion a nodo linfatico comparado con
el tejido de tumores primarios de TNBC (Figura 36C). En el caso de miR-139-5p no

se observaron cambios significativos en ninguna de las comparaciones.
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Figura 36. Gréfica de Volcan mostrando la expresién diferencial de miR-142-3p y miR-139-5p. A.
Muestras de tejido de tumores primarios de TNBC contra muestras de tejido sano. B. Muestras de
invasion a nodo linfatico contra muestras de tejido sano. C. Muestras de invasion a nodo linfatico
contra muestras de tejido de tumores primarios de TNBC. Se consideraron valores de -Log10 (ad;.
P-value) > 1.3010299957 como significativos. Se consideraron valores de Log2 (Fold Change) < -1

como disminuidos y valores de Log2 (Fold Change) > 1 como incrementados.
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BRCA2, XRCC5 y RAD54L se encuentran sobreexpresados en tumores

primarios de TNBC

Se analiz6 la expresion de los mRNAs de los genes blanco de miR-142-3p y miR-
139-5p en datos obtenidos de pacientes (Cascione et al., 2013). BRCA2, blanco de
miR-142-3p, se encontrd significativamente sobreexpresado en muestras de
tumores primarios de TNBC y en muestras de invasion a nodo linfatico comparado
con las muestras de tejido sano (MGMT no se incluy6 en el andlisis debido a que el
set de datos seleccionado unicamente incluia genes asociados a la supervivencia
celular). Por otro lado, se observaron cambios significativos en la expresion de
XRCC5 y RAD54L, blancos de miR-139-5p, tanto en muestras de tejido de tumores
primarios de TNBC como en muestras de invasion a nodo linfatico en comparacion
con las muestras de tejido sano (Figuras 37A y 37B). No se encontraron cambios
significativos en la expresion de BRCA2, XRCC5 y RAD54L en muestras de invasion
a nodo linfatico comparadas contra muestras de tumores primarios de TNBC (Figura

37C).
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Figura 37. Gréafica de Volcan mostrando la expresién diferencial de los posibles genes blanco de
miR-142-3p y miR-139-5p. A. Muestras de tejido de tumores primarios de TNBC contra muestras de
tejido sano. B. Muestras de invasion a nodo linfatico contra muestras de tejido sano. C. Muestras de
invasion a nodo linfatico contra muestras de tejido de tumores primarios de TNBC. Se consideraron
valores de -Logl10(adj. P-value) > 1.3010299957. Se consideraron valores de Log2 (Fold Change) <

-1 como disminuidos y valores de Log2 (Fold Change) > 1 como incrementados.
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Discusion

En este estudio se evalud la expresion relativa de miR-142-3p y miR-139-5p y su
posible participacion en los mecanismos de DDR en lineas celulares derivadas de
TNBC mediante la evaluacién de la expresion de sus posibles genes blanco,
involucrados en los mecanismos de DDR. Se encontré una expresion diferencial de
miR-142-3p y miR-139-5p entre las lineas celulares derivadas de TNBC; los

resultados sugieren que miR-139-5p podria estar ausente en la linea celular BT20.

Estudios previos muestran una disminucion en la expresion de miR-142-3p en
etapas avanzadas de cancer de mama (Mansoori et al., 2021). De forma similar, se
ha observado una disminucion en la expresion de miR-139-5p en cancer de mama
(H. Sun et al., 2022). En contraste, el analisis in silico de la expresion de miR-142-
3p en tumores primarios de TNBC muestra una sobreexpresion significativa de este
en comparacion con el tejido sano. Por otro lado, miR-139-5p mostré una

disminucién no significativa en su expresion en tumores primarios.

En cuanto a los posibles genes blanco de miR-142-3p, BRCA2 y MGMT, se observo
un incremento en la expresion de BRCA2 en las lineas celulares derivadas de
TNBC, mientras que no se observo expresion de MGMT. El andlisis in silico revela
una ligera sobreexpresion de BRCA2 en tumores primarios de TNBC. Del mismo
modo, se ha reportado una mayor expresion de BRCA2 en TNBC comparado con

otros subtipos de cancer de mama (Satyananda et al., 2021).

Acorde con nuestros resultados, se ha reportado la pérdida de la funcion de MGMT
en BC como resultado de la metilacién del promotor de MGMT (Asiaf et al., 2015).

Adicionalmente, se ha observado una disminucién de la expresion de MGMT como
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resultado de la hipermetilacion del promotor de MGMT en pacientes de TNBC
(Fumagalli et al., 2012). Por otro lado, en células de glioblastoma con
sobreexpresion de miR-142-3p, se observo una disminucion de la expresion de
MGMT a nivel de proteina, sin embargo, no se observé una correlacion en la
expresion de MGMT a nivel de mRNA, sugiriendo una inhibicion a nivel de
traduccion, mediante una interaccion no canonica entre miR-142-3p y el mRNA de
MGMT (Lee et al., 2018).Por lo tanto, se sugiere que no existe correlacion entre la

expresion de miR-142-3p y sus posibles blancos.

Por otro lado, se evalud la expresion relativa de los posibles genes blanco de miR-
139-5p, XRCC5 y RAD54L en lineas celulares derivadas de TNBC. En el caso de
XRCCS5 se encontré una expresion similar entre las lineas celulares MDA-MB-231y
BT20. Por el contrario, el analisis in silico muestra un incremento significativo en la
expresion de XRCC5 en muestras de TNBC. En la misma linea, se ha observado
gue existe una mayor expresion del dimero formado por la proteina Ku80 (codificada
por el gen XRCC5) y la proteina Ku70, en el nacleo de células invasivas de cancer

de mama (Alshareeda et al., 2013).

En el caso de RAD54L, se observo una expresion similar de RAD54L en lineas
celulares derivadas de TNBC, por otro lado, observamos una sobreexpresion
significativa de RAD54L en muestras de tumores primarios de TNBC en
comparacién con tejido sano analizadas in silico, lo que concuerda con la
sobreexpresion de RAD54L en muestras de cancer de mama comparado con
muestras de tejido sano, adicionalmente, se ha reportado una sobreexpresion de

RAD54L en muestras de TNBC comparado con muestras correspondientes a otros
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subtipos de cancer de mama (Suo et al., 2020). Por lo tanto, se sugiere que no

existe correlacion entre la expresion de miR-139-3p y sus posibles blancos.

Estudios previos muestran la capacidad de un solo miRNA de participar en la
regulacion de multiples vias de sefializacién. Se ha observado la participacion de
miR-200c en la modulacion de la respuesta a la radiaciéon en células de cancer de
mama por medio de la interaccion con la proteina TBK1 (Lin et al., 2013). Otro
estudio muestra la participacion de miR-200c en la proliferacion celular en cancer
de mama mediante la regulacion de las vias de sefalizacion de AKT y ERK por
medio de la interaccion con KRAS (Song et al., 2015). Por otro lado, se ha sugerido
gue miR-185 regula de forma indirecta la expresion de BRCA1 en cancer de mama
por medio de DNMT1 y E2F6, modulando el crecimiento tumoral (Tang et al., 2014).
y en la respuesta a la radiacion ionizante en cancer de rifidn a través de la

modulacion de la via de sefalizacion de ATR (J. Wang et al., 2013).

En contraste, nuestros resultados sugieren que miR-142-3p y miR-139-5p no
cumplen la funcion de marcadores en los mecanismos de DDR en TNBC mediante
la regulacién de mas de un mecanismo de reparacion de manera simultanea. Sin
embargo, varios estudios reportan la participacion de miR-142-3p en la regulacion
de multiples procesos. Se ha reportado la participacion de miR-142-3p en la
regulacion de la resistencia a la Doxorrubicina en cancer de mama a través de la
inhibicion de la autofagia mediante la interaccion con HMGBL1 (Liang et al., 2020).
Otro estudio muestra el papel de miR-142-3p en la regulacion de procesos como el
crecimiento celular, la migracién e invasiéon y la metéstasis, a través de la regulacion

de RAC1, provocando la activacion de la via de sefalizacion de PAK1 (Xu et al.,
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2020). Por otro lado, miR-139-5p también participa en la regulacién de mdltiples
procesos en otros tipos de céancer. Se ha encontrado que miR-139-5p juega un
papel importante en la progresion del Cancer de Cervix mediante la regulacion de
la via de senalizacion de Wnt/B-Catenina a través de la regulacion de TCF4 (Ji et
al., 2019). Se ha sugerido que miR-139-5p participa como un supresor de tumor
inhibiendo la invasion y migracion en células de glioblastoma mediante la regulacién
de ZEB1y ZEB2 (Yue et al., 2015). Sin embargo, aun es necesario profundizar en
los mecanismos de regulacion de los miIRNAs para determinar su posible

participacion en TNBC (Sabit et al., 2021).

Las discordancias entre los datos obtenidos de manera experimental y los obtenidos
mediante al analisis in silico podrian asociarse a la alta heterogeneidad entre
subtipos de TNBC, reportada previamente (Bareche et al., 2018). En la misma linea,
se han identificado factores que podrian influir en los patrones de expresién tanto
de un tumor primario, como de una linea celular, como la pureza de las muestras
obtenidas de tumores, o las condiciones de cultivo de una linea celular (Yu et al.,
2019). La presencia de infiltrados de células inmunes en muestras de tumores
primarios influye en la variacion de la expresion de genes asociados en procesos
inmunes. Se ha sugerido que los niveles de expresion de miR-142-3p en muestras
de pacientes de TNBC estan asociados a la presencia de infiltrados de células
inmunes (Volinia et al., 2012), lo que permite suponer que la expresion reportada en
el set de datos procede de infiltrados de células inmunes, que no estan presentes
en los cultivos celulares. Adicionalmente, se han encontrado variaciones en las

tasas de mutacién entre muestras de tumoresy lineas celulares derivadas de cancer
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de mama, asi como diferencias en la expresion de algunas proteinas (Jiang et al.,

2016).

Nuestros resultados sugieren que los posibles sitios de interaccion de miR-142-3p
y miR-139-5p se ubican en regiones de doble cadena en la estructura secundaria
de los mMRNAs de sus respectivos blancos, a excepciéon del mRNA de BRCA2.
Reportes previos sugieren que la forma de unién del miRNA con su blanco puede
disminuir la eficiencia de la interaccién, adicionalmente, se ha sugerido que la
conformaciéon estructural de un mRNA influye directamente en la capacidad de

interaccion del complejo RISC (Becker et al., 2019).

Conclusiones

Los microRNAs miR-139-5p y miR-142-3p no participan en la regulacién de genes

involucrados en los mecanismos de DDR en lineas celulares derivadas de TNBC.

Perspectivas

En estudios subsecuentes se propone identificar nuevos miRNAs involucrados en
la regulacion de los mecanismos de DDR. Ademas, se sugiere verificar la
participacion de miRNAs, como miR-185, en la regulacion de mas de un gen
asociado a los mecanismos de DDR. Finalmente, proponemos profundizar en el

mecanismo de regulacion de los ncRNAs en los mecanismos de DDR en TNBC.
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