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Resumen

El cdncer es un conjunto de enfermedades multifactoriales, en los cuales las
células transformadas son el resultado de alteraciones acumuladas en el ADN.
Desde el siglo pasado, diferentes estudios han sugerido que las mutaciones son la
causa de la progresion del cdncer. Las herramientas de la genética se han empleado
sistemdticamente para examinar como surgen los cdnceres. A finales de la déca-
da de los 70s se clonaron los primeros oncogenes que estimulan la proliferacién
celular. En los 80s, varios grupos aislaron el gen Rb (Retinoblastoma) y otros genes
supresores tumorales.

La inactivacién de supresores de tumor y la activacién de oncogenes son eventos
claves en la formacién de un tumor, pero se ha propuesto que varios de estos even-
tos (tipicamente de 4 a 10 en el caso de los cidnceres humanos) son requeridos para
generar un estado tumorigénico completo. Estos eventos no ocurrirfan durante la
vida de una célula o de un organismo, si los cambios individuales hubiesen ocu-
rrido a una tasa normal de mutacién espontdnea. Sin embargo, muchos cdnceres
estdn asociados a la inestabilidad genética que incrementa significativamente el
ndmero de estos eventos.

Décadas de estudio apoyan el hecho de que la carcinogénesis es un proceso cons-
tituido por varios eventos que resultan de la acumulacién de mutaciones en los
linajes celulares.

CBFB, es un factor de transcripcién que al unirse con ciertas proteinas permiten su

interacciéon con el ADN y de esta manera funciona como activador o represor de
muchos genes blanco. Se han reportado estudios en dénde se involucra a CBFf en

I



el proceso carcinogénico. Recientemente, se han reportado mutaciones significati-
vas de CBFB en células de cdncer de mama y de cdncer cérvicouterino.

Hasta ahora, no se ha estudiado el papel de CBF como un gen supresor de tumo-
res, ni su participacién conjunta con miembros de la familia RUNX. Tampoco se
conocen las vias de senalizacién involucradas en la regulacién de su expresion, asi
como su papel efector en los estimulos que llevan a desencadenar la proliferacién
celular desregulada en el cincer.

Para conocer si CBFp estd involucrado en procesos tumorigénicos como la prolife-
racién, formacién de esferoides tumorales, y crecimiento independiente de anclaje,
empleamos un ARNi especifico contra CBFf para inhibir su expresion en células
MCEF-7 de cdncer de mama. Los resultados mostraron que la inhibicién de CBFf
no modifica la proliferacién celular, sin embargo, interfiri6 significativamente
disminuyendo el crecimiento independiente de anclaje, asi como la capacidad de
las células para formar esferoides tumorales. Las mutaciones en CBFp, asi como
su baja expresién se han asociado al desarrollo tumoral, lo cual nos demuestra la
dualidad de la funcién de CBFB sobre los procesos asociados a la tumorigenicidad.



Antecedentes

Desde épocas remotas el cdncer ha acompanado a la humanidad: hacia el afo
400 a.C. Hipdcrates lo nombré Karkinos que en griego significa cangrejo [1]. Esta
enfermedad es resultado de la interaccién de factores genéticos y externos (fisicos
y quimicos), que producen la degeneracién de las células originando lesiones pre-
cancerosas y finalmente tumores malignos, que inicialmente se localizan en algin
érgano o tejido (in situ) y al no ser tratados oportunamente pueden diseminarse a
otros érganos (metdstasis) [2].

A nivel mundial, el cdncer es responsable de un niimero importante de muertes.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefiala que en 2012, fallecieron 8.2
millones de personas a causa de esta enfermedad, lo que representa el 13% del
total de las muertes, y estima que para 2030, aumentard a 13.1 millones (OMS,
2013). En la regién de las Américas fallecieron 1.2 millones de personas en 2008
por cdncer; afectando a los hombres principalmente en la préstata, pulmén, colo-
rectal y estdmago; y a las mujeres en la mama, pulmén, colorectal y cervicouterino

(Organizacién Panamericana de la Salud [OPS], 2013) [2].

En México, segtin la Unién Internacional contra el Cancer (UICC), el cdncer es la
tercera causa de muerte y estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos.
Durante el 2011 de los diagndsticos realizados en los hospitales 56.6% pertene-
cen a tumores malignos, en la poblacién infantil y joven (menores de 20 afios) la
proporcién de egresos hospitalarios por neoplasias malignas en relacién con los
tumores en general es mds alta que en la poblacién adulta (70.6 y 53.2%, respecti-
vamente) [2]

A pesar de los esfuerzos de las instituciones para diagnosticar y atender a las per-
sonas con cdncer, muchos mexicanos mueren por esta causa. En 2012, del total
de defunciones, 13% se debieron a algin tumor y de éstas, 93.5% por neoplasias
malignas [2].



Cancer

El cdncer es un conjunto de enfermedades comunes, que se caracterizan por
la proliferacién descontrolada de las células y tienen la capacidad de invadir tejidos
adyacentes [3] (Fig.1).

Para que una célula normal cambie su fenotipo y se convierta en una célula neo-
plésica, se requieren varias mutaciones en varios genes y esto ocurre a través de
mucho tiempo, a veces afios. Una célula sana presenta una morfologia definida y
encaja a la perfeccién en el entorno que la rodea, responde a sefiales ambientales y
se divide sélo cuando el balance de sefiales estimuladoras e inhibidoras precedentes
del exterior favorecen la divisién celular. Este proceso estd sometido a un riesgo
permanente de mutaciones genéticas: cambios aleatorios que alteran las moléculas

reguladoras de la célula [4].

Las mutaciones son el resultado de la interaccién de distintos factores que ocasionan
dafios espontdneos al ADN, las cuales otorgan ventajas de sobrevivencia y creci-
miento a la célula portadora sobre las células normales. Entre las caracteristicas que
adquieren las células de cdncer son: la insensibilidad a las senales de inhibicién del
crecimiento, el potencial para dividirse ilimitadamente, evasién de la apoptosis, in-
duccién de la angiogénesis y la habilidad de metdstasis e invasion de tejido sano [5].

Alta sefializacion
proliferativa

SUPresnres

Induccidnde
angiogénesis

Inmartalidad
replicativa

Fig.1 Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las células cancerigenas.

Tomado de Hanahan D,Weinberg R.,2011 [5].
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El cdncer comienza en una célula que dard origen a una poblacién celular completa,
es decir, que es de origen monoclonal. Esa célula alterada, escapa a los controles que
anteriormente habfamos mencionado y se vuelve “andrquica”, iniciando una genera-
cién de més “células andrquicas”, que a su vez pueden inducir a cambios similares, en
las células que la rodean [6].

La génesis y el desarrollo tumoral son el resultado de numerosas alteraciones que se
producen en el ADN [7]. La mutacién genética conduce a la modificacién de las
proteinas que codificaria el gen normal, y si ésto progresa, facilitarfa un crecimien-
to neopldsico. Estas mutaciones pueden tener bdsicamente dos origenes:

A. Los cénceres heredados por mutaciones en uno o ambos alelos de las
células germinales.

El andlisis citogenético ha permitido individualizar algunos genes
cuyas mutaciones han demostrado ser de predisposicién familiar,
representando aproximadamente entre el 5y 10% de los casos diag-
nosticados, esto ocurre independientemente del sexo de la descenden-
cia. Lo cual implica que en la mayoria de los casos las mutaciones se
adquieren en las células somdticas, por tanto, no son susceptibles a

heredarse [8].

B. Los cdnceres esporddicos, donde las alteraciones genéticas dependen de
los mutdgenos ambientales (virus, radiaciones o substancias quimicas).

Los agentes que pueden causar cdncer son muchos y muy variados incluyendo el
estilo de vida. El primer reporte conocido viene de John Hill, quien en 1761 se
percaté de la conexidn entre el desarrollo de cincer nasal y el excesivo uso de taba-
co, pero quizd la mayor aportacién entre la asociacién del cdncer con la exposicion
al medio ambiente, fue de 1949-1950 en donde dos grupos de epidemidlogos
reportaron que las personas fumadoras tienen una probabilidad 20 veces mayor de
padecer cdncer de pulmén que aquellas personas que no fuman [18]. El 80% de
los cénceres esporddicos, se deben a exposicién ambiental, ésto sustentado por la
gran cantidad de mutdgenos de esta clase y su capacidad para iniciar tumores como
los carcinégenos quimicos existentes y los distintos tipos de cdncer que promueven.
Por ejemplo: el cigarrillo predispone al cdncer de pulmén y de vejiga, las aminas
aromdticas al cdncer de vejiga; la aflatoxina al cdncer de higado; el benceno a las
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leucemias; y todos estos carcindégenos comparten una misma propiedad, causan
mutaciones, a este tipo de carcindgenos se les conoce como factores iniciadores de
tumores [9].

Por otro lado, existen factores denominados promotores de tumores, que no

son mutagénicos por si mismos, pero que tienen la capacidad de causar cdncer

si previamente han sido expuestos a algtn factor iniciador de tumores. El factor
promotor de tumores mds estudiado, son los ésteres de forbol, como el acetato

de tetradenocailforbol (TPA), el cual posee un activador artificial de la proteina
cinasa C, y por lo tanto activa una parte de la ruta de sefalizacion intracelular de
fosfatidilindositol. Este tipo de substancias son causantes de cdncer por exposiciéon

en altas frecuencias y s6lo después de haber sido expuestas a algiin mutagénico
iniciador [10,11].

Cabe destacar que existen dos mecanismos por los cuales los genes pueden alterarse:

1. Genético, donde se producen alteraciones estructurales del genoma por
cambios en la disposicién de los propios genes o de sus bases, como son
las mutaciones, translocaciones o deleciones.

2. Epigenético, en acciones moleculares por alteraciones de las enzimas o
de los sustratos de las mismas, tal es el caso de la metilacién de las bases.
Este mecanismo generalmente compromete simultdneamente los dos
alelos y la hipometilacién generalmente conduce a la mayor expresion
de los genes, por lo tanto una mayor cantidad de enzima metiltransfe-
rasa que inhibe la metilacién, puede conducir a la mayor expresién de
oncogenes. Esta enzima generalmente se encuentra elevada en los tejidos
tumorales [12].
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Tumorigénesis
El desarrollo del cdncer como un proceso de miiltiples etapas

La tumorigénesis también conocida como carcinogénesis, es el mecanismo
a través del cual se desarrolla una neoplasia maligna. El desarrollo del cdncer es
conocido por ser un proceso de maltiples etapas, concepto que fue propuesto por
primera vez en 1948 por Berenblum y Schubikin [13], el cual fue sustentado mis
tarde por distintos estudios [14,15,16]. En la actualidad, la oncologia reconoce 4
fases: Iniciacién, promocién, conversién maligna y progresién (Fig.2).

Carcinogénesis multifacética
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Fig. 2 La carcinogénesis como un proceso multifacético. La tumorigénesis es un proceso multifa-
cético, que puede conceptualizarse en 4 etapas: Iniciacién, promocidén, conversién maligna y progre-
sion. La activacién de proto-oncogenes y la inactivacién de genes supresores de tumores son resultado
de eventos mutacionales ocasionados por dafo al ADN. La acumulacién de estas mutaciones, y no
necesariamente en un orden especifico, constituyen el progreso tumoral o tumorigénesis (Pharmaceu-

ticalintelligence.com, online consultada 11/06/2015).
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Iniciacion del tumor

Esta etapa como su nombre lo indica, se encuentra a cargo de factores ini-
ciadores, que induzcan una mutacién mediante la modificacién de la estructura
molecular del ADN, medio que puede ser necesario pero no suficiente para iniciar
un tumor.

Los agentes que actiian en la primera etapa son: fisicos, quimicos o bioldgicos.

Los carcindgenos fisicos, estdn constituidos por las radiaciones que dafan ionizan-
do las bases y facilitan la formacién de radicales libres que son moléculas altamente
reactivas que pueden interactuar directamente con ADN. Estos fenémenos pueden
afectar danando genes responsables del control del ciclo celular como el gen de la
proteina p53, o estimulando factores de crecimiento como la IL-1 y 6 [18]. Las
fuentes radiantes pueden surgir de la metodologia diagndstica o terapéutica como
asi también por exposicion a los rayos solares en forma persistente o por emana-
ciones de radén de los suelos [9].

Los carcindgenos quimicos son conocidos por causar cambios en las secuencias
nucleotidicas, como el 3-metilcolantreno, Q-benzopireno, 1-2,5-6 dibenzantra-
ceno,2’-3-dimetil-4-amino-azobenceno, 2-naftilamina, etc. que son productos
comunes de la combustién y algunos de ellos hidrocarburos, pueden perturbar
células y tejidos actuando como inhibidores o activadores de enzimas que a su vez
podrian facilitar la accién de esos carcindgenos en el dano genémico y activar algu-
nos oncogenes por ejemplo, el 4cido nitroso provoca la eliminacién del grupo ami-
no de las bases y el gas mostaza anade grupos metilo o etilo en las bases, algunas
sustancias se parecen a las bases y provocan un emparejamiento erréneo durante

la replicacién al cambiar una base por otra por ejemplo el 5-bromouracilo puede
incorporarse en vez de timina y la 2-aminopurina puede sustituir a la adenina.
Ciertas moléculas se intercalan en la cadena polinucleotidica del ADN y provocan
mutaciones por insercién o delecién. Son por ejemplo, la acridina y la proflavina
que son dos colorantes y el benzopireno, que se encuentra en el humo del tabaco

y en los alquitranes, provoca mutaciones al intercalarse entre las dos cadenas del

ADN [17,18].

En la dieta diaria se ingieren diferentes téxicos mutdgenos como la cafeina, la
nicotina, el opio, la morfina, quinina y muchos edulcorantes, asi como la mayoria
de las drogas como el LSD. Se ha visto que hay especies quimicas presentes natu-



ralmente en productos de consumo cotidiano como algunos compuestos t6xicos
que las plantas emplean para defenderse de ser depredadas, o compuestos que se
generan durante la coccién de los alimentos como la carne roja, que a altas tem-
peraturas genera compuestos como aminas heterociclicas que son potencialmente
mutagénicas. Aunque los organismos han desarrollado un sistema de adaptacién
relacionado a su capacidad individual de detoxificacién muchas de las conversio-
nes quimicas llevadas a cabo en el higado y algunas bacterias en el colon originan
productos metabdlicos que en ocasiones siguen ocasionando dafios al material
genético [18].

La aflatoxina (aislada de los alimentos contaminados con un tipo de hongo) se
considera oncogénica para las células hepdticas. Se atribuyen efectos genotdxicos

a los compuestos policlorados contenidos en insecticidas y plaguicidas, asi como
también productos de la manufactura de materiales eléctricos y pldsticos formando
parte de los contaminantes ambientales, que llegan a los seres vivos a través del
aire, del agua y los alimentos [9].

Los carcinégenos biolégicos como los virus, actdan introduciendo sus propias
oncoproteinas al genoma de la célula afectada con lo que la misma cambiard su
cddigo normal, por el que le imponen los oncogenes virales. Tal es el caso del papi-
loma virus humano, del Epstein Bar y de las hepatitis B y C. Los oncogenes virales
se ubican generalmente en las proximidades de proto-oncogenes o de oncogenes
supresores, activando a los primeros y desactivando a los segundos [19,20,]

Promocion del tumor

La promocién del tumor comprende la expansion clonal selectiva de células
pre-neopldsicas. En el cdncer, las células se multiplican sin control, invaden tejidos
préximos y se diseminan hacia érganos distantes produciendo alli el tumor en pro-
ceso llamado metdstasis. Cada una de estas fases de la progresién tumoral conlleva
condiciones adversas que eliminan a la mayoria de las células cancerosas. Sin em-
bargo, y en virtud de su heterogeneidad genética, los tumores malignos albergan
minorias de células con los rasgos necesarios para vencer estos obstdculos. Asi pues,
en cada estadio del desarrollo tumoral nuevas minorias se quedan seleccionadas,
convirtiéndose en la estirpe dominante. Si dicha estirpe, ademds, retiene la capa-
cidad propagadora del tumor actuando como célula madre del cdncer, el tumor
se propaga. En definitiva, se trata de la seleccién del mds fuerte, bajo presiones



ambientales, de entre una poblacién de individuos celulares genéticamente diversi-
ficados que habitan el ecosistema reactivo de nuestros tejidos [21].

La promocién, representa la etapa de crecimiento tisular con la formacién del
tumor. Participan los TSG y los receptores de los factores de crecimiento, como asi
también la angiogénesis y degradacién de la matriz extracelular [17].

Los factores de crecimiento FC, son péptidos producidos por las mismas células

o por células vecinas y actian como facilitadores de la mitosis incorporando en
fase S a algunas células que se encuentran en fase GO o G1 prolongada [22]. Los
FC se sintetizan en una célula y luego migran al espacio intercelular, ejerciendo
sus acciones sobre células vecinas [23]. Los primeros FC descubiertos fueron el de
crecimiento neuronal (NGF) y el epidérmico (EGF), a los que se sumaron muchos
mis, entre ellos el derivado de plaquetas (PDGF), el de hepatocitos (HGEF), el de
crecimiento de fibroblastos (FGF), entre otros [17].

Algunas hormonas ejercen acciones similares a estos factores peptidicos una vez
que fueron captadas por los receptores de membrana o intracitoplasmdticos. Por
ejemplo, es reconocido el efecto proliferativo de los estrégenos sobre los epitelios
mamarios y los del tracto genital; las gonadotropinas hipofisiarias, estimulan espe-
cialmente el epitelio ovérico; la prolactina ejerce su accién en el dmbito de la mama
y también en el ovario; la insulina de origen pancredtico y el factor simil insulina,
de origen hepdtico, son verdaderos factores de crecimiento [24,25].

Algunas citocinas, que son productos de distintos tipos de células, pueden ejer-
cer efectos modulatorios o inhibitorios de la proliferacién; tal es el caso de factor
TGEFP (Factor beta de crecimiento transformante), interferén-y y del TNF o fac-
tor de necrosis tumoral que antagonizan a los factores de crecimiento, por lo cual
regularmente son blancos mutacionales, lo cual evita su correcto funcionamiento,
tal es el caso de TGEP cuya funcién es mantener la homedéstasis celular y prevenir
la progresién tumoral mediante la regulacién de diferentes vias transduccionales
que promueven procesos como proliferacién, diferenciacién, sobrevivencia y adhe-
sidn, pero ademds también tiene la capacidad de regular el microambiente celular,
sin embargo las células transformadas tienen la capacidad de evadir o peor atin
transformar la influencia supresiva de la via de TGFB pues muchos estudios han
revelado que las formas patolégicas de TGF promueven la sefializacién requerida
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para el crecimiento tumoral, invasién, evasion del sistema inmunolégico, disemi-
nacién y metdstasis [26].

Conversion maligna

Es la transformacién de una célula pre-neopldsica en una que exprese el fe-
notipo maligno. Este proceso requiere de cambios genéticos adicionales, pero para
que estos se lleven a cabo es importante que la etapa de promocién la cual solo
contribuye al proceso carcinogénico mediante la expansién de la poblacién celular
inicial, no haya entrado en regresién antes de haberse sometido a la transforma-
cién maligna. Sin embargo, la probabilidad relativamente “baja” de que ocurra
la transformacién maligna, puede ser incrementada sustancialmente mediante la
exposicion de células preneopldsicas a agentes cancerigenos, este proceso es media-
do a través de la activaciéon de proto-oncogenes asi como la inactivacién de genes
supresores de tumores [27,28]

Progresion del tumor

Implica la expresién del fenotipo maligno asi como la tendencia de las células
transformadas a adquirir mds caracteristicas agresivas todo el tiempo, debido a la
alta inestabilidad genética que presentan ademds de su descontrolado crecimiento
[29]. Esta etapa implica la capacidad de invadir tejidos vecinos o a distancia. Las
células normales, se encuentran “ancladas” en un hébitat que les es propio.

El contacto con las células circundantes controla su propia divisién celular y
existen moléculas de adhesiéon que las mantienen préximas y permiten la transmi-
sién de senales de una con otra; las células normales son incapaces de atravesar la
membrana basal que las separa del tejido conjuntivo sub-basal de donde obtiene
los materiales que la nutren; tampoco tienen capacidad de introducirse en los
capilares sanguineos o linfédticos, con excepcién de los linfocitos que tienen esta
particularidad [17]. Estas caracteristicas estdn codificadas también por los genes de
la misma célula, que al ser transformadas obtienen modificaciones estructurales y
funcionales, que como ya se ha mencionado incluyen la activacién y desactivacién
de genes que regulan estos procesos [30].

Debido a que el cincer es una enfermedad derivada de un conjunto de mutaciones
en células somdticas, es importante entenderlo desde el punto de vista molecular.
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Para ello, necesitamos conocer e identificar mutaciones relevantes y descubrir la
manera en que contribuyen al origen y desarrollo del cdncer. Encontrar célu-

las mutadas puede resultar sencillo en el aspecto de que sobresalen de las demds
debido a que son favorecidas por la seleccién natural y llaman la atencién al tener
la capacidad de formar tumores, sin embargo, el verdadero problema radica en
identificar puntualmente las mutaciones de los genes a lo largo de todo el ADN de
las células cancerosas. Ademds es importante mencionar que de manera “natural”
como consecuencia de la inestabilidad genética, a lo largo del ciclo celular se pro-
ducen errores espontdneos, que en cada duplicacién celular (pueden llegar hasta
50 divisiones). Estos errores se van acumulando constituyendo un factor intrinseco
de riesgo, pero estas mutaciones muchas veces, no tienen efectos significativos para
contribuir a la carcinogénesis, sin embargo estos errores espontdneos constituyen
un factor intrinseco de riesgo lo cual puede dificultar un poco mis la distincién de
aquellas mutaciones con un papel importante dentro del desarrollo de esta enfer-

medad [17].

A pesar de los obstdculos que esto pueda representar, se han logrado identificar mds
de 100 genes frecuentemente alterados en cdnceres humanos, pero es claro que se
espera identificar muchos mads.



Oncogenes y genes supresores de tumores

Los oncogenes y los genes supresores de tumores (por sus siglas en inglés
TSG) son generalmente considerados para regular procesos de desarrollo y dife-
renciacidn, y la desregulacién de estos genes permite el desarrollo del cdncer [31].
Dependiendo de como estos genes afecten a estos procesos, pueden ser clasifica-
dos en dos grandes grupos: genes supresores de tumores, cuyos productos finales
inhiben el crecimiento celular, y proto-oncogenes los cuales promueven en general,
la proliferacién y diferenciacién celular, mientras que a los alelos mutados de estos
tltimos se les conoce como oncogenes.

Los proto-oncogenes son activados por varios procesos como: 1) por una muta-
cién somdtica, la cual involucra ya sea, un cambio en las bases que conformen una
secuencia dentro del ADN, un intercambio de bases, o la pérdida o ganancia de
una o mds bases 2) mediante la formacién de multiples copias de algin gen en es-
pecifico, también conocido como amplificacién, en donde este gen evidentemente
incrementard su expresion y 3) mediante la activacién del gen debido a la presencia
de algin promotor fuerte cerca o unido a él, esto puede ocurrir debido a la pre-
sencia de un virus invasor, pero en humanos este fenémeno ocurre generalmente a
partir de una translocacién cromosomal [5].

Los genes més representativos de este grupo son los pertenecientes a la familia de
proteinas Ras (H, Ky N-Ras), que se han encontrado en tumores humanos de
diferente origen y en diferentes proporciones. Estas proteinas se encuentran unidas
a la limina interna de la membrana plasmdtica y controlan muchos procesos, pero
particularmente regulan el crecimiento celular. En el caso de las proteinas Ras on-
cogénicas, portan mutaciones generalmente en los codones 12 6 61, que suprimen
su sensibilidad hacia las GAPs (proteinas activadoras de GTPasa), manteniéndolas
siempre unidas a GTP y por ende constitutivamente activas [32].

Al contrario de lo anterior, la pérdida funcional de los genes supresores de tumores
se da a través de la delecién de porciones de cromosomas o la completa pérdida

de éste [5]. Cabe mencionar que la mutacién de un solo alelo perteneciente a un
proto-oncogén es suficiente para permitir la transformacién tumoral, por lo cual
estas mutaciones son consideradas dominantes. Mientras que, para que un TSG
pierda su funcién y que la transformacién ocurra, la mutacién se debe de dar en
ambos alelos.
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Los TSG se pueden clasificar en dos grupos: promotores y vigilantes. Los promo-
tores son los tradicionales TSGs, como p53 y Rb, cuyas mutaciones permiten la
transformacién directamente permitiendo la proliferacién celular, mientras que

los vigilantes son aquellos encargados justamente de asegurarse de la integridad del
genoma, como aquellos genes involucrados en la reparacién del ADN, pero a pesar
de que no controlan la proliferacién directamente, al haber células con mutaciones
en estos genes, son mds propensas a sufrir mutaciones posteriores en otros genes,
incluyendo proto-oncogenes y otros TSGs [33].

Caracteristicas de las células tumorales
Alta senalizacion proliferativa

Las células que conforman tejidos normales se encuentran cuidadosamente
bajo control en cuanto a la produccién y liberacién de sehales que les permiten en-
trar en un proceso tanto de crecimiento como de divisién celular, y de este modo
se logra una homeostasis en cuanto al nimero celular y con ello el mantenimiento
de la arquitectura y funcién del tejido normal. Las células tumorales sin embargo,
mediante una desregulacion de estas senales tienen la capacidad de autoregularse,
convirtiéndose en las duenas de su propio destino. Estas sefiales de crecimiento
en su mayoria, llegan a través de factores de crecimiento que se unen a receptores
membranales, que generalmente contienen un dominio intracelular tirosina-cinasa,
los cuales ocasionan un cambio conformacional que activa una determinada via de
senalizacién intracelular que regula tanto el crecimiento como la entrada al ciclo
celular. Asi mismo estas mismas sefales en ocasiones influyen en otros mecanismos
celulares, como sobrevivencia celular y procesos metabdlicos [34].

La manera por la cual las células tumorales adquieren estas numerosas sefaliza-
ciones mitogénicas tiene diversas alternativas, una de ellas hace referencia a que las
células tumorales producen sus propios ligandos a los cuales podrdn responder me-
diante la expresion de sus respectivos receptores, resultando en una estimulacién
proliferativa autdcrina. Por otro lado, las células tumorales podrian estar enviando
sefales a las células normales que conforman el estroma asociado al tumor, para

de esta manera estimularlas y de una forma reciproca, éstas reciban factores de
crecimiento. De manera alternativa la sefializacién proliferativa puede encontrarse
desregulada por elevados niveles de proteinas receptoras en la superficie celular,
provocando una hiper-reaccién o hiper-activacion, sin embargo es limitada a la
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presencia de factores de transcripcién. Asi mismo, se ha hablado de la presencia de
alteraciones estructurales en las moléculas receptoras que facilitan las interacciones
con sus ligandos [35].

Por otro, lado recientemente se ha demostrado que una elevada sefializacién de on-
coproteinas como Ras, Myc y Raf puede provocar respuestas contrarrestantes como
senescencia celular que es un estado no proliferativo pero viable, o en su defecto

apoptosis [36, 37].
Evasion de supresores de tumores

Ademds de la capacidad de inducir una alta sefalizacién mitogénica, las células
tumorales cuentan con poderosos programas que interrumpen de alguna manera
los programas que regulan negativamente la proliferacién celular. Existen docenas
de supresores de tumores que operan de varias maneras limitando el crecimiento
celular y la proliferacién, sin embargo estos supresores se han encontrado caracte-
risticamente inactivados de una u otra forma en células tanto de animales como
de humanos con cdncer. Los dos supresores de tumores prototipo en cdncer son
las proteinas Rb y TP53, que actiian como nodos de operacién central dentro de
dos circuitos y gobiernan la decisién de si la célula proliferard o alternativamente
activard la senescencia o programas de muerte celular [5].

Evidentemente el que exista alguna mutacién en estos supresores desencadena una
serie de procesos como la evasién de inhibicién por contacto o la evasién de apop-
tosis per se con lo cual se verd favorecido el proceso tumorigénico [38].

Resistencia a la muerte celular

El concepto de que la muerte celular programada es una barrera natural
anticancerigena, surge a partir de la elucidacién de este circuito apoptético, pues se
ha demostrado que es inducido en respuesta a distintos tipos de estrés fisiologicos
como elevados niveles de sehalizacién oncongénica, asi como dafio al ADN asocia-
do a hiperproliferacién.

La maquinaria apoptética estd compuesta por componentes reguladores rio arriba
y efectores rio abajo. Los reguladores por su parte, estdn divididos en dos vias
principales, una de ellas caracterizada por recibir y procesar senales de muerte ex-
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tracelulares, la cual se conoce como via extrinseca, que involucra moléculas como
el ligando Fas y su respectivo receptor. Por otro lado, tenemos la via intrinseca la
cual responde a una serie de senales de origen intracelular. Sin embargo, ambas vias
culminan en la activacién de una familia de proteasas latentes llamadas caspasas
(caspasa 8 y 9 respectivamente), las cuales comenzardn una cascada proteolitica
(caspasas iniciadoras) para activar a las caspasas efectoras responsables de la ejecu-
cién de la fase apoptética, en la cual la célula es progresivamente desintegrada en
cuerpos apoptéticos y finalmente engullida ya sea por células vecinas o por células
fagociticas profesionales [38,39].

Las células tumorales comprenden una variedad de estrategias que limitan la apop-
tosis. Una de las mds comunes es la pérdida de la funcién de TP53, importante
sensor de dano al material genético que tiene la capacidad de inducir el circuito
apoptdtico [5]. Una vez activado transmite sefiales entre los componentes regu-
ladores y efectores que comprenden moléculas pro-apoptdticas (Bax,Bcl-Xs, Bak,
Bid, Bad, Hrk, entre otras) y anti-apoptdticas (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Al, mcl-
1,etc.) que en conjunto controlan la muerte celular [5].

Otra forma de evadir la apoptosis es mediante la sobre-expresion de las mismas
senales anti-apoptéticas o de supervivencia. Se sabe que Bcl-2 (por sus siglas en
inglés B-cell leukemia/lymphoma-2) es una de ellas, esto significa que cuando hay
altos niveles de dicha proteina, la célula hard todo lo posible por mantenerse viva,
inducird todo tipo de sistemas de defensa y detendrd el programa de muerte apop-
tético, adn y cuando la célula se encuentre danada genéticamente [40].

Capacidad replicativa (inmortalidad)

Para poder lograr formar una masa tumoral significativa resulta evidente que
las células cancerigenas requieran de un potencial replicativo ilimitado. Sin embar-
go esta capacidad en contraste con las células de la mayoria de los tejidos normales,
se encuentra limitada a un cierto nimero de ciclos tanto de crecimiento como
de divisiones celulares. Multiples estudios indican que los telémeros protegen los
extremos cromosomales evitando que estos se fusionen uno con otro y que estin
directamente relacionados con el control proliferativo, debido a que los telémeros
estdn compuestos por multiples repeticiones de hexanucledtidos que se acortan
progresivamente en células normales por cada divisién del material genético y
eventualmente pierden la habilidad de proteger los extremos del ADN cromosémi-
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co. Con ello, la longitud de los tel6meros en una célula indicard cuantas generacio-
nes sucesoras su progenie serd capaz de producir antes de que los telémeros pierdan
su funcién protectora permitiendo con ello la entrada a un estado apoptético [41].

La telomerasa, es una ADN polimerasa que afade segmentos al ADN telomérico,
sin embargo en células normales se encuentra ausente a diferencia de las células
tumorales en donde es expresada a niveles significativos funcionalmente en su gran
mayoria, lo cual, les otorga una capacidad replicativa ilimitada, denominada co-
munmente como inmortalidad celular, pues la expresién de esta enzima esta corre-
lacionada con la resistencia tanto a la senescencia que es un estado no proliferativo
pero viable, como a la muerte celular programada. La inmortalidad que poseen las
células tumorales ha sido atribuida a su habilidad para mantener una longitud ade-
cuada del ADN telomérico y asi evadir estas barreras naturales anti-proliferativas
como son la senescencia y la apoptosis, y ésto logrado a través de la sobreexpresién

de la polimerasa [38].
Inducccion de angiogénesis

Al igual que un tejido en condiciones normales, las masas tumorales requie-
ren ser provistos de nutrientes y oxigeno, asi como la facilidad de evacuar desechos
metabdlicos y didxido de carbono; la neovascularizacién tumoral generada por un
proceso denominado angiogénesis, atiende estas necesidades. Durante la em-
briogénesis el desarrollo de vasculatura involucra el nacimiento de nuevas células
endoteliales y su ensamblaje en tubos, proceso al que llamamos vasculogénesis,
pero ademds requiere del surgimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de los
ya existentes, proceso al que se le denomina angiogénesis. En personas adultas o ya
desarrolladas podemos observar procesos angiogénicos como un proceso fisiolégico
transitorio, por ejemplo, en la cicatrizacién de heridas o en el ciclo reproductivo
femenino, pero una vez cumpliendo su objetivo este proceso regresa a su estado
basal. En contraste con lo que ocurre con la tumorigénesis (formacién del tumor),
la angiogénesis se encuentra en constante actividad, originando vasculatura quies-
cente que continuamente ocasiona el brotamiento de nuevos vasos que ayudan al
mantenimiento y a la expansién de los crecimientos neopldsicos [42].

Estudios completos han indicado que el interruptor angiogénico estd controlado
por una serie de factores que inducen o se oponen a la angiogénesis. Muchos de
estos reguladores angiogénicos son proteinas senalizadoras que se unen a receptores
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inhibidores y estimulantes presentes en la membrana de las células endoteliales.
Los reguladores mayormente conocidos son VEGF-A (Factor-A de crecimiento
vascular endotelial) como inductor, y TSP-1 (trombospondina-1) como inhibidor.

El gen VEGF-A codifica ligandos que estdn involucrados en controlar el creci-
miento de nuevos vasos sanguineos durante el desarrollo embrionario y postnatal,
y por lo tanto la sobrevivencia homeostética de las células endoteliales, asi como si-
tuaciones fisioldgicas y patoldgicas en el adulto. La via de senalizacién de VEGF es
regulada a multiples niveles a través de tres receptores tirosina-cinasa (VEGFR1-3).
La expresion génica de VEGF puede ser sobre expresada ya sea por la exposicién

a condiciones hipdxicas o por senalizacién oncogénica [43]. Ademds, los ligandos
VEGF pueden encontrarse secuestrados en la matriz extracelular en formas laten-
tes, que estdn sujetas a ser activadas por proteasas que degradan la matriz extrace-
lular [44]. Otros senalizadores proangiogénicos son los miembros de la familia del
FGE los cuales se han relacionado con el mantenimiento de la angiogénesis del
tumor cuando su expresién se encuentra por arriba de lo normal [45]. TSP-1 por
el contrario funciona como inhibidor angiogénico que también se une a receptores
membranales presentados por células endoteliales y de esta forma evoca sefales
supresoras que pueden contra atacar los estimulos pro-angiogénicos [46].

Los vasos sanguineos producidos dentro de las masas tumorales representan una
respuesta a un proceso angiogénico cronico ademds de una mezcla de senales
pro-angiogénicas que provocan un desequilibrio aberrante evidente en la neovas-
culatura tumoral que incluye: un brotamiento precoz de capilares, asi como un
cimulo excesivo de vasos sanguineos tipicamente alargados y distorsionados, por
los cuales la circulacién sanguinea se torna inconstante, ademds se ha visto que
presentan microhemorragias, sin dejar de mencionar los niveles anormales tanto
proliferativos como apoptéticos [47].

Histéricamente la angiogénesis ha sido percibida por ser importante tinicamente
cuando existe un tumor macroscépico con un rdpido crecimiento, sin embargo,
datos recientes han revelado que la angiogénesis también contribuye en la fase tem-
prana premaligna a la progresion neopldsica, lo cual reafirma la particular relevan-
cia de la angiogénesis dentro del estudio del cincer [38].
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Activacion de invasion y metdstasis

Es claro que un carcinoma que surge a partir de tejidos epiteliales, tiene la
capacidad de progresar a estados con un mayor grado de malignidad y todo gracias
a que estas células ademds de presentar un perfil que las distinguen de las células
normales, presentan caracteristicas que les permiten formar una masa de tumor y
eventualmente metastatizarse a otras partes del cuerpo. Dentro de estas alteracio-
nes podemos mencionar aquellas relacionadas con las interacciones célula-célula
y célula-EMC (matriz extracelular) mediadas por las CAMs (moléculas de adhe-
sién celular) . La reduccidn de la adhesién entre dos células y entre célula-EMC
permite la formacién de grandes masas de células pues las células cancerosas no
muestran inhibicién por contacto como lo hacen las células normales, y asi pueden
continuar creciendo atin cuando estdn rodeadas por otras células. Estas alteraciones
en la adhesién celular también tienen efecto en la habilidad de las células para mo-
verse. Las células cancerosas deben tener la habilidad de poderse mover y migrar
para asi poder propagarse, y la adhesion celular juega un rol muy importante en
la regulacién de la movilidad celular. La alteracién mejor caracterizada es la baja
expresion de E-caderina por las células tumorales. Esta proteina, es una molécula
esencial en la adhesién célula-célula. Ademds mediante la formacién de uniones
adherentes con células epiteliales adyacentes, la E-cadherina ayuda a mantener
unidas a las células que forman los tejidos y a mantener la quiescencia dentro de
éstos. Altos niveles de expresion de esta molécula han mostrado ser antagonista de
la invasién o metdstasis, y por el contrario, un estado reducido de su expresién es
conocido por potenciar este fenotipo. La frecuente regulacién a la baja y en oca-
siones total inactivacién de E-cadherina en carcinomas humanos, ha provisto un
fuerte soporte al papel que juega esta molécula como supresor de esta capacidad
neopldsica [48].

Existen muchos otros genes que codifican moléculas involucradas en las adhe-
siones celulares, las cuales se ha demostrado, se encuentran alteradas en muchos
carcinomas altamente agresivos. Estas moléculas de adhesién normalmente estdn
asociadas a la migracion celular que ocurre durante la embriogénesis y procesos
inflamatorios, en donde se encuentran sobre expresadas. Por ejemplo, N-cadherina
es una molécula que se encuentra expresada en neuronas y células mesenquimales
durante la organogénesis, y se encuentra expresada en altos niveles en carcinomas
invasores. Sin embargo, a la pérdida o ganancia de proteinas de adhesién no se le
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atribuye todo el proceso migratorio, por lo cual los principales reguladores metas-
tdsicos permanecen desconocidos o carecen de validacién funcional [49].

El proceso de invasién se compone de distintas etapas, muchas veces llamado
cascada de invasidn 6 metdstasis, que es descrito como una sucesién de cambios
biolégicos, comenzando con una invasién local, posteriormente la intravasacién
ejecutada por células linféticas seguido por la infiltracién de células tumorales a

la ldmina de los vasos sanguineos mediante los cuales serdn conducidas hacia el
parénquima de tejidos distantes (extravasacién), posteriormente continda con la
formacién de pequefios nédulos de células neopldsicas (micrometdstasis) y final-
mente, el crecimiento de lesiones micrometastdsicas a tumores macroscopicos, este
ultimo paso ha sido llamado colonizacién [38].

CBF

CBF es un factor de transcripcién complejo que participa en el desarrollo osteo-
bldstico, hematopoyético y neuronal [45]. Estructuralmente es un heterodimero
compuesto por dos subunidades CBFa y CBFf. La subunidad CBFa es mejor co-
nocida como RUNX, una familia de proteinas que tienen en comdn un dominio
altamente conservado denominado runt, el cual es responsable de la unién al ADN
y de la dimerizacién con la subunidad CBF (Fig.2), la cual, por si sola no tiene la
capacidad de unirse al ADN, pero su afinidad incrementa cuando se une a CBFa
estabilizando su extremo C-terminal [51].

CBFB es conocido como potenciador del virus polioma por sus siglas en inglés
PEBP2 (polyomavirus enhancer-binding protein 2), pues fue utilizado como prue-
ba para el estudio de diferenciacién celular en ratones hace 20 afos, en donde bdsi-
camente, se percataron de que PEBP2 o CBF se encontraba ausente en células de
carcinoma embrionario junto con ello, encontraron que lineas celulares tumorales
de embriones murinos eran resistentes a la infeccién por varios virus, entre ellos el
virus polyoma y asi sucedia hasta que estas células comenzaban a diferenciarse que
era cuando este factor PEBP2 se expresaba y que de hecho se trataba de un regu-
lador del desarrollo; por lo tanto se convirti en uno de los primeros factores em-
pleados en el estudio de diferenciacién y desarrollo en embriones en ratones [52].

Actualmente se ha logrado describir a fondo la estructura de este complejo factor
de transcripcién denominado CBFP y su interaccién diferencial con la familia de
proteinas RUNX [57] (Fig.3).
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La familia CBF consiste en un grupo de factores de transcripcién que juegan un
papel muy importante en multiples procesos como: Runx1 y CBEB son requeri-
dos por las células troncales para la diferenciacién y maduracién del linaje hema-
topoyético [53]. Runx2 y CBF estdn involucrados en la diferenciaciéon de con-
drocitos y osteoblastos [54], mientras que Runx3 en la diferenciacién de neuronas
propioceptivas de los ganglios de la raiz dorsal y timopoyesis [55], asi como de la
proliferacién y apoptosis de células del epitelio estomacal [56].

Fig.3 Estructura cristalizada
del heterodimero CBE, con sus
dos subunidades CBFB y
CBFBp que muestra el
dominio Runt con los 134
aminodcidos de la regién de
unién a CBF unido al ADN.
Modificada de Yoshiaki Ito,
2004.

RUNX

Las proteinas RUNX (Relacionado a Runt) son factores de transcripcién cru-
ciales que regulan un amplio rango de procesos biolégicos como la hemaopoyesis,
la osteogénesis, la diferenciacién de las neuronas, etc, por lo que dirigen el destino
propio de la célula.

Tradicionalmente se describen como proteina que se une a CBF3, para formar un
factor heterodimérico de unién al complejo CBE En mamiferos se han descrito
tres miembros de la familia de genes RUNX: RUNX1, RUNX2 y RUNX3, que
son conocidos reguladores del desarrollo y se ha demostrado que son importantes
en cdnceres humanos.

Los genes RUNX codifican las subunidades alfa también conocido como: proteina
de unién a PEBP2 y a CBFa, los cuales acttian como reguladores del desarrollo,
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estas proteinas se combinan con las subunidades beta (PEBP23/CBEF) para for-
mar factores de transcripcién, inicialmente descubiertos como PEBP2 o CBFE, que
interactian con el complejo potenciador (enhancer core) del virus de la leucemia
murino Moloney [57].

Las secuencias de ADN complementario codifican las subunidades alfa y beta,
revelando que el gen de la subunidad alfa es homélogo del gen runt en drosophila
(Fig.3) [58]. Investigaciones han demostrado que el gen RUNX1/AMLI es un gen
en el cromosoma 2, involucrado en el punto de quiebre (breakpoint) de la trans-
locacién del cromosoma t(8;21), asociado con la leucemia mileoide aguda (AML)
[59]. Ademds, el gen que codifica PEBP2/CBEFR, estd también involucrado en el
rearreglo cromosémico recurrente [inv(16)] en la AML [60].

El papel de la familia de genes RUNX ha sido descrito en varios sistemas biol4gi-
cos y en diferentes especies de animales.

Fig.4 Diagrama comparativo

713 VERPY ..
Runt (B T = del dominio conservado runt

de drosophila, presente en

Runx1 ‘-E_m_._Hil =51 2a los genes Runx1, Runx2 y
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Runx2 i TETTE— an - : o
1 1 b 504 s la secuencia dC 5 aminoaci-

Runx3 I | B dos, VWRPY, en el extremo

C-terminal de los tres genes

(Yoshiaki Ito, 2004).

RUNX y Cancer

La clasificacién mejor conocida y mds empleada para los genes involucrados
en el cdncer comprende dos categorias generales: oncogenes y genes supresores de
tumores. Sin embargo, los genes que codifican para las proteinas RUNX se han
convertido en un gran desafio para esta clasificacion, pues diferentes estudios han
demostrado estar involucrados en ambas categorias, aunque esto varia en diferentes
linajes y contextos celulares [61].

Los tres genes RUNX en mamiferos, codifican diferentes factores de transcripcién
con distintas funciones dentro del desarrollo normal de los tejidos, y presentan
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patrones de expresién especificos [63]. Como ya se menciond antes, estos factores
de transcripcién se unen al ADN a través de una estructura conservada, conocida
como dominio Runt, y comparten un comtn co-factor de unién, CBFp. Los ge-

nes RUNX tienen el potencial de codificar numerosas isoformas debido a diferen-
tes promotores y splicing alternativo [65].

Sin embargo, el significado funcional asi como su organizacién y potencial de co-
dificacién permanecen desconocidos. Se sabe que los factores RUNX en combina-
cién con CBF pueden actuar ya sea como activadores o represores de la expresién
de diferentes genes blanco, pero la gran variabilidad que presentan las proteinas
RUNX en cuanto al contexto celular se refleja en el gran niimero de factores de
transcripcién, coactivadores y co-represores que se ha visto interactian con RUNX,
lo cual complica en gran medida su estudio [63].

Asi como su homélogo Runt en Drosophila, las proteinas RUNX en mamiferos
parecen regular diversos procesos celulares durante el desarrollo en diferentes
puntos, en donde el destino de la célula progenitora es balanceado entre prolifera-
cién, diferenciacién, y muerte celular [64]. El potencial de los factores RUNX para
regular estos procesos puede ser la clave de sus paradéjicos roles en cdncer [61].

RUNX1

La primera evidencia de que la expresién desregulada de los genes RUNX
contribufa a la carcinogénesis fue provista mediante el estudio de uno de los genes
blanco de la leucemia mieloide aguda [59], en donde se identificé a RUNXI1
también conocido como AMLI1. Desde entonces, muchas translocaciones que
involucran a RUNXI han sido descritas, y muchas de estas coinciden en el
reemplazamiento del dominio de transactivacién C-terminal por algin otro gen
que ocasiona su fusion, e interrumpe la funcién normal de RUNXI1 que es muy
importante dentro de la maduracién del linaje hematopoyético. Esta clase de
translocaciones es casi exclusiva de leucemias mieloides, pero existen otro tipo
de translocaciones como TEL-RUNXI1, la cual se encuentra en un 20-25% de
leucemias linfobldsticas agudas Pre-B, que se caracteriza por una excesiva prolifera-
cién de leucocitos inmaduros [65]. Generalmente los genes quiméricos generados
tras las diferentes mutaciones, resultan en la inhibicién de RUNX1, pues se ha
demostrado que el efecto knock out de la fusion RUNX1-ETO que daba lugar
a un fenotipo muy similar a aquel producido por el knock out de RUNX1, que
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generaba una deficiencia en el proceso de hematopoyesis definitiva, lo cual sostiene
que la proteina fusionada actia como un antagonista dominante sobre el alelo que
atin permanece normal [69]. Otra indicacién de que la pérdida de la funcién de
RUNX1 contribuye a la carcinogénesis, se observé a partir de la adicién de su factor
de unién al ADN, CBF, involucrado en una frecuente translocacion (Inv16) que
genera la fusién de proteinas con una aparente funcién dominante negativa. La Inv
16 esta especificamente asociada con el subtipo M4Eo de AML, y resulta de la yu-
xtaposicién de CBFB con MYH11, lo cual genera un producto capaz de inhibir la
funcién de RUNXI1 perturbando la diferenciacién de los granulocitos y contribuye
al desarrollo de AML en modelos murinos[60].

Sin embargo, otros estudios demuestran que ciertas mutaciones estin promoviendo
la funcién de RUNX1 y de esta manera contribuyen también al desarrollo tumo-
ral[66]. Goyama y col. [66] demostraron que RUNXI es requerido para la sobre-
vivencia de las células de AML, sotienen que la pérdida parcial de la actividad de
RUNXI1 bloquea la maduracién mieloide y mantiene el desarrollo adecuado de las
células tumorales en AML, mientras que una mayor reduccién de RUNXI, resulta
en el arresto del ciclo celular y con ello la muerte celular. Aunado a ésto, se le ha
atribuido un potencial para acelerar la progresién de la fase G1 a la fase S en células
mieloides 32Dcl3, asi como su habilidad para rescatar la proliferacién de células
linfoides que expresan inhibidores dominantes negativos para este proceso [68].

Tanto la pérdida o ganancia de la expresiéon de RUNXI tiene efectos tumorales.
Por ejemplo, el sindrome de Down relacionado con leucemia aguda megacario-
bldstica, esta relacionado con una copia extra de RUNXI, pues se sabe que el
Sindrome de Down es ocasionado por una triploidia en el par 21 que almacena

a RUNXI1, si esto es cierto entonces una sobredosis de RUNX1 también resulta
tumorigénica [67]. Estos descubrimientos resaltan la funcién dual que RUNX1
estd teniendo, y resulta de gran interés examinar por que el nivel de la expresién de
RUNXI debe estar regulado tan precisamente.

RUNX2

RUNX2 fue identificado como PEBP20A en células 3T3 en ratones, inicial-
mente se llevaron a cabo experimentos para demostrar que la familia RUNX era la
subunidad responsable de la unién al ADN de factores de transcripcién heterodi-
méricos, sin embargo su papel fisiolégico no era claro ain [70]
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Los grupos de Komori y Otto (1997) mostraron que RUNX2 es esencial para la
maduracién de osteoblastos [71,72], y junto con los estudios realizados por Ducy
1997, revelaron que RUNX2 juega un papel clave en la osteogénesis [73].Esto se
relaciond con el descubrimiento de que la displasia cleidocraneal es causada por
haploinsuficiencia de RUNX2 [74,75].

La actividad oncogénica de RUNX2 se demostré en ratones transgénicos en donde
la sobre expresién de RUNX2 alteraba el desarrollo de las células T y junto con
C-Myc ectépico promovian la linfomagénesis [76].

RUNX3

RUNX3 se expresa ubiquitinizado en muchos tipos celulares incluyendo
células epiteliales, mesenquimales y células sanguineas, mientras que en células ner-
viosas, células epiteliales y hematopoyéticas del tracto gastrointestinal en adultos la
expresién de RUNX3 es alta. Por lo cual, los experimentos con ratones deficientes
de RUNX3 han mostrado una gran variedad de fenotipos [57].

Suk Chul Bae y colaboradores mostraron que la pérdida de la expresién de
RUNX3, estd relacionada con el cdncer géstrico [56,57]. En ratones deficientes de
Runx3 (Runx3 -/-) se encontré una transformacion hiperpldsica de la mucosa gds-
trica, as{ como una alta resistencia por parte de las células epiteliales a la actividad
inhibitoria de proliferacién y a la apoptosis mediadas por TGF-B. La inactivacién
de RUNX3 en cdncer géstrico ocurre por la combinacién de una delecién hemici-
gota, y el silenciamiento del gen debido a la hipermetilacién de la regién promo-
tora, lo cual parece ocurrir tanto en etapas tempranas como durante la progresién
tumoral [57].

Con lo mencionado anteriormente, es evidente que los genes RUNX presentan
caracteristicas como proto-oncogenes los cuales pueden ser activados median-
te translocaciones, inserciones virales y amplificaciones, pero al mismo tiempo
presentan caracteristicas de genes supresores de tumores pues al ser inhibida su
funcién normal contribuyen al desarrollo tumoral.



CBF y cancer

Paul Liu (1993) [60], logré identificar el gen involucrado en la inversién del
cromosoma 16 relacionado con el subtipo M4Eo de AML. Este gen codificaba
para MYH11, y consiste en la fusién de CBF con el gen SMMHC (por sus siglas
en inglés smooth muscle myosin heavy chain), lo cual coloc6 a CBFB como un
gen potencialmente importante dentro de la oncologfa.

Mucho se ha publicado acerca de las proteinas RUNX y como estas influyen en el
proceso tumorigénico tanto como oncogenes como supresores de tumores. Muchas
de las funciones que lleva a cabo esta familia de proteinas requieren de CBEp, pues
es el factor que les permite unirse al ADN y de esta manera funcionar ya sea como
activadores o represores de muchos genes blanco.

Se han reportado estudios en dénde se involucra a CBFf en el proceso carcinogé-
nico. Miyagawa y su grupo, realizaron estudios en carcinomas hepatocelulares y

observaron que habfa una disminucién en la expresion de RUNX1 y de RUNX3.
Y que los niveles de expresién de su cofactor, CBFf, atin eran menores. Reporta-
ron que la prevalencia en estos niveles bajos de RUNX1, RUNX3 y CBF, incre-
mentaron el progreso de lesiones precancerosas a carcinoma hepatocelular, sugi-

riendo que estos genes pueden estar involucrados en la hepatocarcinogénesis [77].

En carcinoma gdstrico, el grupo de Ito Y., realizé varias investigaciones de RUNX3
en el cdncer géstrico, examin la expresién de los genes RUNX1, de RUNX2 y

de CBEF tanto en lineas de c. géstrico como en muestras primarias de este tipo

de cdncer. Encontraron disminuciones significativas en los niveles de RUNX3,
RUNX1 y de CBF. Ademds, el porcentaje de disminucién de RUNX1, RUNX3
y de CBFP se incrementaba conforme el estadio de cdncer progresaba, sugiriendo
que RUNXI y CBEB, junto con RUNX3, podrian participar en el desarrollo del
céncer gastrico [78].

Recientemente, se han reportado mutaciones significativas de CBFf en células de
diferentes tipos de cdncer. Ellis y su grupo, realizaron andlisis en biopsias de cdncer
de mama y reportaron mutaciones en CBFf [79].

Nuestro grupo de investigacién mostrd que células de cincer de mama de pacien-
tes sin tratamiento, muestran mutaciones comunes en los genes, TP53, PIK3CA y
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MAP3K1 y mutaciones en el factor CBF [80]. Ademds en células de cdncer cer-
vicouterino, con secuenciaciéon de exoma completo (115 muestras), secuenciacién
de transcriptoma (79 muestras) y secuenciacion de genoma completo (14 mues-
tras), identificaron mutaciones, somdticas en CBF[ en los adenocarcinomas [81].
Dichos resultados nos permiten pensar que CBFP participa en el desarrollo
tumoral, sin embargo, atin no es claro qué este provocando exactamente, ni de qué
manera lo esté haciendo, por ello resulta de gran interés delucidar de qué manera
CBFB estd implicado en el proceso carcinogénico.

Justificacion

El cdncer es consecuencia de la activacién de los oncogenes que estimulan el
crecimiento y de la inactivacién de los genes que normalmente inhiben la prolife-
racién celular, denominados genes supresores del cdncer. Una gran proporcién de
los oncogenes y genes supresores de tumores codifican factores de transcripcion.
Los factores de transcripcién regulan la expresién de una serie de genes blanco, y
son a su vez el blanco de numerosas vias de transduccién de sefiales fundamentales
para el proceso de carcinogénesis. En condiciones fisiolégicas, conjuntos enteros de
genes con funciones similares son regulados corriente arriba por factores de trans-
cripcién altamente especificos, mientras que en el cdncer, la activacién aberrante de
estos factores conduce a la expresién desregulada de genes asociados con el desarro-
llo y progresién tumoral.

CBE, es un factor que forma parte de un complejo protéico, que le permite unirse
al ADN y de esta manera funcionar como factor transcripcional de muchos genes
blanco que participan en procesos como la hematopoyesis, el desarrollo del esquele-
to, entre otros. Ademds en diversos estudios se ha reportado que CBF participa en
el proceso carcinogénico. Recientemente, se han reportado mutaciones significativas
de CBFp en células de cdncer de mama y de cdncer cervicouterino, apuntando a

que CBFB estd teniendo un papel importante dentro del desarrollo tumoral, sin
embargo, atin no es claro qué este provocando exactamente, ni de qué manera lo esté
haciendo, por ello resulta de gran importancia delucidar de qué manera CBF estd
implicado en el proceso carcinogénico.

En consecuencia, los factores de transcripcion son blancos atractivos para la terapia
del cdncer ya que la inhibicién de su funcién repercutird en una amplia gama de
respuestas celulares.
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En este proyecto, se analizé el papel de CBFp en algunos procesos involucrados
en la tumorigenicidad, observando el efecto de la inhibicién de CBFp en la linea
celular MCEF?7 sobre la proliferacién, la formacién de esferoides y el creciemiento
independiente de anclaje.

Hipotesis

CBF se ha encontrado mutado en varios tipos de cdncer, por lo tanto, la inhibi-
cién de CBFP modulard el proceso carcinogénico.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inhibicién de CBFf sobre procesos asociados a la formacién y
progresiéon tumoral.

Objetivos especificos

1. Analizar la efectividad del ARN de interferencia dirigido contra CBF3
en la linea celular MCF7.

2. Estudiar el efecto de la inhibicién de CBF en los procesos de prolifera-
cidén, formacién de esferoides y crecimiento independiente de anclaje.

Metodologia
1. Lineas Celulares

MCEF7. Esta linea celular mantiene varias caracteristicas del epitelio mamario
diferenciado incluyendo la habilidad para procesar estradiol via los receptores de
estrégeno (RE+) citoplasmdtico y la capacidad para formar domos. Estas células
expresan al oncogén WNT7B (ATCC, HTB-22).

2. Cultivo celular
Las células se mantuvieron en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM, In-

vitrogen) suplementado con 10% de Suero fetal bovino (SFB, Invitrogen), incu-
badas a 37°C en una atmésfera con 5% de CO2 v/v. Para la criopreservacion, se
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prepard una suspensién de 2x106 células/ml/criovial en SFB mds DMSO (10%),
se congelaron gradualmente y se conservaron en nitrégeno liquido.

3. Curva de Puromicina

La Puromicina es un antibidtico que actda sobre bacterias grampositivas, gram-
negativas, amebas, protozoos, hongos y células de mamiferos, y es utilizada para
demostrar la eficacia de transfecciones y/o transformaciones celulares.

Se realiz6 una curva de Puromicina con las siguientes concentraciones: 0.5, 0.7

y Imicrogramo/ml y se observaron los resultados a los 3 y 6 dias de exposicion
[Anexo 3].

4. Cristal Violeta

Es un ensayo colorimétrico utilizado para la cuantificacién nuclear del ADN y con
ello la densidad celular, en respuesta a algtin tratamiento, componente quimico,
nutrientes, etc.

El cristal violeta es un tinte que se acumula en el nicleo celular y que puede ser
medido fotométricamente después de su solubilizacién. En breve, las células libres
de medio y previamente lavadas con PBS1X, son fijadas con etanol al 70% durante
10 min a -20° C posteriormente se retira el etanol, se deja secar y se coloca el cris-
tal violeta durante 10 min aproximadamente, una vez que se retira el tinte se lava
con agua corriente y se deja secar. Por tltimo se afiade dcido acético para disolver el
tinte y una vez disuelto, se lee a2 590nm.

5. Transfeccion Estable

Se sembraron 1 X 10° células en cajas de 60 mm. Al dia siguiente, las células con
una confluencia entre 70-90% se transfectaron utilizando los plasmidos RQ (vec-
tor vacio) y K3 (siRNA dirigido contra CBFf3) [Anexol]. La transfeccién se hizo

con lipofectamina 2000 siguiendo las instrucciones del fabricante.

La seleccién de las células transfectadas se realizé con puromicina (1pg/ml) por 1
semana.
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6. Extraccion de ARN total y Retrotranscripcion (RT)

La extracciéon del ARN total de las células se llevé a cabo utilizando el reactivo
Trizol (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. Brevemente, se retird

el medio a las células y se anadié el trizol homogenizando la muestra, el material
genético se separé usando cloroformo, se tomo la fase acuosa y el ARN se aislé
empleando isopropanol, y finalmente el botdn se resuspendié en agua libre de
RNAsas. El ARN se cuantificé y se determiné su pureza con la relacién 260/280.
La integridad se verific6 en geles de agarosa al 1% tefiidos con Syber green. La RT
(retrotranscripcion) se realizd con los ARNs de las lineas celulares RQ y K3 con el
kit SuperScript VILO MasterMIX (Invitrogen), técnica basada en la accién de la
enzima transcriptasa reversa III, reaccién que se llevo a cabo en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) las muestras se mantuvieron
a 25°C durante 10 min y 42°C por 30 min y se detuvo a los 85°C, finalmente las
muestras fueron almacenadas a -70°C para su uso posterior.

7. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

En esta técnica el ADNc es amplificado exponencialmente por medio de ciclos de
desnaturalizacidn, alineacién y extension. Los componentes de la PCR, ademds del
ADNCc incluyen dNTPs, buffer, enzima polimerasa ADN termoestable y primers
especificos para el gen de interés que fueron los siguientes:

Primer para CBFB-sentido
5’- CCG ACC AGA GAA GCA AGT TC-3’

Primer para CBFf anti-sentido
5’- GAATCA TGG GAG CCT TCA AA-3’

La expresién del ARN mensajero se normalizé con la expresién del gen constituti-
vo Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), empleando los siguientes

primers:

Primer para GAPDH sentido
5’- CCCCTTCATTGACCTCAACT-3’
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Primer para GAPDH anti-sentido
5- TTGTCATGGATGACCTTGGC-3’

El proceso se llevé a cabo en un termociclador Gene Amp PCR system9700
(Applied Boisystems) con las siguientes condiciones:

Para obtener las unidades arbitrarias de drea y de intensidad de cada una de las
bandas se realizé un andlisis densitométrico. Las bandas se normalizaron de acuer-

do a la intensidad de la expresiéon de GAPDH.

950 950 52.80 720 720 4o

10’ 30’ 30’ 30’ 5 -—--

8. Proliferacion celular

Los ensayos de proliferacién celular nos permiten observar si existe alguna diferen-
cia en cuanto a la capacidad proliferativa que tienen las células, es decir, si el incre-
mento del ndmero celular varia de las células que contienen el siRNA en contraste
con las que no lo contienen.

Para ello brevemente, las lineas celulares RQ y K3 se sembraron por triplicado en
placas de 96 pozos, a una densidad de 2000 células por pozo y se fijaron con etanol
al 70% cada 48 hrs. durante 8 dias. Los resultados finales se obtuvieron de igual
forma mediante la técnica de cristal violeta, y se cuantificaron en el lector DTX 880
multimode detector (Beckman Coulter). Se realizaron 3 ensayos independientes.

9. Formacion de esferoides

El interés por llevar a cabo este experimento recae en demostrar, si existen diferen-
cias dentro de nuestras dos poblaciones celulares en cuanto a la capacidad de for-
mar estas estructuras tridimensionales, que conllevan a numerosas interacciones que
en un cultivo en monocapa no son posibles de percibir. Para tal fin, se sembraron
1x106 células en botellas de 50 ml, 25 cm2 para cultivos en suspensién, durante
una semana, posteriormente se pusieron en una incubadora rotatoria MaxQQ 4000
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(Thermo scientific) a 37°C con medio Leibovitz L-15. El medio se cambié cada dos
dias y los esferoides malformados se eliminaron en el experimento se monitoreo tan-
to la capacidad de formacién de esferoides como el crecimiento de éstos en ambas
poblaciones [basado en la técnica “liquid overlay” (Anexo 2 y 4)].

10. Crecimiento sobre agar suave

En este ensayo se evalué la capacidad clonogénica independiente de anclaje de
ambas poblaciones celulares (RQ y K3), para lo cual se empleé una placa de 6 con
una base de una solucién formada por agar bajo punto de fusién 1% mds DMEM
2X, se dej6 reposar durante un dia y sobre la base ya solidificada se sembraron
2,000 células en cada pozo, contenidas en una mezcla de agar bajo punto de fusién
1% mds DMEM 2X suplementado al 10% con SFB, posteriormente se incubaron
durante 15 min a 4°C para que gelificara la solucién, para evitar su desecamiento
se agregaron 500ul de DMEM 1X 10%SFB a cada pozo, este medio se monitoreo
constantemente de tal forma que tuvieran el suficiente durante el transcurso del
ensayo, finalmente se dejaron en una incubadora a 37°C con una atmdsfera con
5% de CO2 (v/v) durante 15 dias. Para obtener los resultados, se retiré el medio y
se tifieron durante una hora con cristal violeta a una concentracién de 0.005, y se
midié la absorbancia a 570nm.
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Resultados

Los dltimos estudios acerca de CBFp asi como de sus proteinas asociadas
RUNX, han demostrado que existe una relacién entre la disminucién de su expre-
sidén y la progresién tumoral [77, 78]. No obstante el papel que juega CBFB no ha
sido elucidado adn, y en un esfuerzo por examinar la contribucién de CBFf sobre
el fenotipo maligno, se decidi6 llevar a cabo la inhibicién de este factor de trans-
cripcién en la linea celular MCF-7, para observar las diferencias existentes sobre
procesos asociados a la tumorigénesis. Para ello, se inhibié a CBFf3 usando un
siRNA especifico contra su ARNm y como control se tomaron células transfecta-
das con un siRNA no especifico.

Inhibicion de CBFf3

Para realizar la inhibicién de CBF[, se tranfecté en células MCF-7, un ARNi
dirigido contra CBFf. Las lineas estables se denominaron RQ (células MCF7
Control) y K3 (células con el siRNA/CBF). Para determinar la eficiencia del
siRNA/CBEFR, se observo la actividad transcripcional del gen que codifica para este
factor mediante RT-PCR, tomando como control la expresién del gen constitutivo
gliceraldehido-3fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se puede observar claramente
la inhibicién de la expresién de CBE en contraste con el control (Fig. 5).

RQ K3 Fig.5 Expresién de CBFf en
las lineas RQ y K3. La inhi-
bicién de CBFP con el siRNA
a} CBFB se comprobé mediante RT-
PCR. a) Bandas correspon-
dientes al ARNm de CBFf3 en
las lineas RQ y K3 b) ARNm
del gen constitutivo GAPDH

para las lineas. Este experimen-

b) GAPDH

to se realizd por triplicado.

Dentro del laboratorio se hizo un estudio analizando mutaciones y translocaciones
a lo largo de la secuencia de células de cdncer de mama, a partir de biopsias obteni-
das de pacientes, en donde mds del 80% de las muestras se encontraban en estadios
avanzados II y III y los resultados obtenidos mostraron que CBFp se encontraba

I



mutado. Ademis se hizo un andlisis similar pero para muestras de CaCU en donde
CBFf también se encontré mutado. Lo anterior indica que CBFP se encuentra
regulando la tumorigénesis, por lo que decidimos analizar cémo afectaba la inhibi-
cién de CBF en algunos procesos tumorales.

Proliferacion celular

Uno de los procesos que se ven afectados en las células tumorales, es la proli-
feracién. Las células tumorales tienen la caracteristica de proliferar a un ritmo ace-
lerado debido a la desregulacién de las vias que mantienen este proceso celular. Por
lo que analizamos este proceso en la linea con CBFf inhibido. Como se muestra
en la gréfica siguiente (Gréfica 1), no hubo diferencias al comparar las lineas RQ y
K3 en un periodo de tiempo corto.

Proliferacion celular

18
16
14

12
—=R0

Células en Millares

10
=3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dias
Grifica 1. La inhibicién de CBF no afecta la proliferacién celular. Se sembraron células K3 y RQ

y se mantuvieron por 8 dias. Se tifieron por el método de cristal violeta y se ley6 la absorbancia

570nm. El ensayo se realizé por triplicado.
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Formacion de esferoides

El cultivo de los esferoides tumorales multicelulares (MTS) ha cobrado
relevancia en los dltimos anos como modelo in vitro de los tumores sélidos. La
estructura general de los MTS mimetiza las etapas iniciales de los microtumores
s6lidos in vivo antes de la vascularizacién, y por ello en los tltimos afios han sido
utilizados en el estudio de la biologia tumoral [95]. La capacidad que adquieren las
células para formar tumores es otro proceso involucrado en la tumorigénesis. Por
lo anterior, evaluamos la capacidad que poseen las lineas celulares RQ y K3 para
la formacién y mantenimiento de MTS. Los resultados arrojaron que CBFf estd
involucrado en este proceso, pues su ausencia inhibié en gran medida la capacidad
para formar esferoides (Fig. 6), pues aunque en los primeros dias de cultivo se ob-
servaron algunos conglomerados celulares estos se desintegraron casi por completo
después de los 6 dias, a diferencia del grupo control, en donde este fenotipo fue
muy evidente al formar esferoides bien delimitados y que al paso del tiempo conti-
nuaron creciendo.

3 Dias

Fig.6 CBF regula la capacidad

de formar esferoides. Las células )
RQ y K3 fueron cultivadas por la

técnica “liquid overlay” durante

una semana. a) Formacién de esfe-

roides por parte de linea RQ a los

3y 6 dias de cultivo. b) Formacién B3
de esferoides de la linea celular K3

alos 3 y 6 dias de cultivo. Fotogra-

fias tomadas a un aumento 10x.

El ensayo se hizo por triplicado.
Crecimiento sobre agar suave

Ya que CBF-B mostrd estar implicado en la formacién de esferoides tumora-
les, se contindo con el ensayo de formacién de colonias sobre agar suave, que es un
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ensayo iz vitro para monitorear el crecimiento independiente de anclaje; es consi-
derado el ensayo mds preciso y riguroso para detectar la transformacién maligna de
las células.

El crecimiento de colonias celulares independientes de anclaje se vi6 afectado por
la inhibicién de CBER, pues el crecimiento de las colonias K3 se mostr6 dismi-
nuido en gran medida y no formaron esferoides, en comparacién con el grupo

control (Fig.7).

L 4 4

6 diars 15 dias

a}
RQ E

K3

Fig.7 La inhibicién de CBFp disminuye la capacidad de crecimiento independiente de anclaje. a)
Ensayo de crecimiento sobre agar suave para las lineas celulares RQ y K3 b) Formacién de colonias

independiente de anclaje de las lineas RQ y K3 (fotografias tomadas a un aumento 10x).
Discusion

El cdncer es una patologia de gran relevancia a nivel mundial debido a su alto
indice de mortalidad, asi como por su complejo origen y comportamiento biol6gi-
co. Este grupo de enfermedades se caracteriza por una proliferacién descontrolada
de las células, que tienen la capacidad de invadir tejidos adyacentes. Este fenotipo
es producto de un conjunto de mutaciones al ADN en respuesta a la interaccién
de factores fisicos, quimicos y bioldgicos.

CBFB forma parte de un complejo factor de transcripcién, que regula la expre-
sién de muchos genes blanco involucrados en procesos como la hematopoyesis, la
osteogénesis, entre otros [53]. CBFf se ha encontrado mutado en diferentes tipos
de cdncer, relaciondndolo con el desarrollo tumoral [77,78]. Recientemente, en pa-
cientes mexicanas, se reportaron mutaciones signiﬁcativas de este gen, en cancer de
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mama y en cdncer cervicouterino [80,81]. Hasta el momento no se conoce el papel
que este gen estd teniendo en el proceso carcinogénico, por lo que resulta de gran
importancia esclarecer su actividad pues es un blanco terapéutico muy atractivo
para el desarrollo de nuevas terapias contra el cincer.

En este proyecto, decidimos analizar la contribucién de CBFp al fenotipo malig-
no en células MCF-7 de cdncer de mama. Utilizamos un RNA de interferencia
dirigido contra CBFp y analizamos algunos de los procesos involucrados en la
carcinogénesis; proliferacién, formacién de esferoides y crecimiento independiente
de anclaje.

Por medio de RT-PCR verificamos la eficiencia del RNAI dirigido contra CBF( en
la linea celular MCEF7, obteniendo una inhibicién eficiente.

Al comparar las lineas celulares (control y con CBFf inhibido) en el proceso de
proliferacién celular, no encontramos diferencias. Hasta la fecha, solamente se

ha reportado que cuando CBFP se encuentra fusionado con otras proteinas, hay
un cambio en el comportamiento celular [91,92]. El grupo de Mandoli (2013)
mostré que la fusién de CBFB-MYH11 en AML, acttia como activador y represor
de varios genes involucrados en la diferenciacién y la adhesion celular; ademds,

de inducir la proliferacién de células tumorales [92]. El grupo de Zhao (2014)
demostré que la fusion de RUNX1/CBFB/MLL en AML, provocaba la dismi-
nucién de la expresiéon de RUNXI1 y de CBF y al mismo tiempo potenciaba la
proliferacién y la diferenciacion celular [91]. En base a lo anterior, podemos decir
que la relacién entre la expresion de CBFB y la regulacién de la proliferacidn, es
debido a los genes con los cuales CBF interactiia y no como consecuencia de una
caracteristica intrinseca de CBF, por lo cual no se observaron diferencias entre las
poblaciones celulares.

En el 2010, Davis J.N y colaboradores, publicaron que al inhibir CBFf en células
de cdncer de préstata e inyectarlas de forma subcutdnea en ratones SCID/bei-
gemice machos, el crecimiento tumoral se inhibié en comparacién con el grupo
control. Para corroborar sus resultados hicieron lo mismo con células de cdncer de
ovario SKOV-3 en las que también inhibieron a CBF vy las inyectaron intraperi-
tonealmente en ratones hembras. En ambos casos los tumores de los ratones con
CBFB inhibido eran de menor tamano y peso, en comparacién con los grupos
control [102]. En este proyecto, no realizamos experimentos in vivo, pero analiza-
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mos la inhibicién de CBF en la formacién de esferoides. Este tipo de cultivo, son
agregados de células cancerosas y han sido utilizados por la investigacién biomé-
dica, debido a que mimetizan de una manera mds fidedigna la condicién in vivo
de los tumores verdaderos, que el cultivo en monocapa (Sutherland y cols., 1971).
En este proyecto, la formacién de esferoides tuvo un resultado similar a los expe-
rimentos in vivo, previamente reportados. La linea celular RNAi/CBF, no tuvo
la capacidad para formar esferoides en contraste con el control, lo que quiere decir
que la presencia de CBF es esencial para este proceso.

Por tltimo, evaluamos la inhibicién de CBF sobre el crecimiento independiente
de anclaje. Este experimento fue elegido pues evalta la capacidad que tienen las
células para proliferar en ausencia de adhesién a la matriz extracelular (ECM),
caracteristica muy particular de la tumorigenicidad en modelos animales [101].
Nuestros resultados demostraron que CBF se encuentra implicado en esta capaci-
dad, pues su inhibicién disminuyé drdsticamente la proliferacién independiente de
anclaje en comparacién con el control. Davis J.N y su grupo, obtuvieron resulta-
dos similares en este ensayo al inhibir a CBF en células PPCI y PC-3 de cdncer
de préstata y células SKOV-3 de cdncer ovirico, en donde los cultivos redujeron
altamente su eficiencia en el crecimiento independiente del anclaje e incluso mos-
traron un crecimiento independiente de anclaje CBF dosis-dependiente [102].
En conjunto, se podria concluir que la presencia de CBFf es necesaria para que
las células proliferen sin ECM.

En resumen, CBF favorece la formacién de esferoides y el crecimiento indepen-
diente del anclaje en la linea celular MCF7 de cdncer de mama.

De acuerdo a los estudios previos [77,78,79,80], se deduce que CBFf es un gen
supresor de tumores, pues al mutar y disminuir su expresién, permite la progresién
tumoral, sin embargo, mis resultados y respaldados por los estudios de Davis J.N
2010 [102], mostraron que la disminucién de la expresién de CBF en células
tumorales inhibe la capacidad que tienen para formar esferoides tumorales, asi
como para crecer independientes de anclaje. Sabemos que estas caracteristicas

son esenciales en el fenotipo tumoral, lo cual podria crear una contradiccién en
cuanto a la funcién que CBFf estd teniendo dentro de los procesos asociados a

la tumorigenicidad, por lo cual, cabe mencionar que este tipo de dualidad no es
algo nuevo dentro del campo del cdncer, pues ya se conocen genes con este tipo de
caracteristicas, que son primordiales en la tumorigénesis [106]. Ademds, la familia
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de proteinas RUNX con las que CBFf interacttia directamente, es conocida ya,
por representar una excepcion a la clasificacién bilateral tradicional de los genes
que regulan los procesos carcinogénicos [107]. Por ello resulta de gran importancia
el continuar con estos estudios, pues CBFf mostré ser un gen muy interesante
dentro de la biologia tumoral.



Conclusiones

*  EI ARNi/CBF se transfectd exitosamente y se logré disminuir la expresién

del RNAm de CBFp.

*  No se mostraron diferencias en cuanto a la proliferacién celular para la linea

celular MCF-7

* CBFp estimula la capacidad que tienen las células en la formacién de esferoi-
des tumorales en células MCEF-7.

*  CBFB influye positivamente en el crecimiento celular independiente de ancla-
je en células MCE-7.

Con base a los resultados obtenidos, concluimos que CBF participa con la capa-
cidad que tienen las células cancerosas tanto para formar tumores asi como para
crecer independientemente del anclaje, pues la inhibicién de CBFB impidié que
estos dos procesos se llevaran a cabo y teniendo en cuenta que ambos son muy
importantes en el desarrollo tumoral, se resalta la importancia de continuar con su
estudio, pues estas evidencias lo convierten en un atractivo blanco terapéutico.
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ANEXOS
Anexo 1. ARNi (ARN de interferencia)

En 1998, Fire y Mello establecieron que los ARN de doble cadena ( por sus
siglas en inglés dsRNA), eran responsables del silenciamiento en Caenorhabdittis
elegans. Sus experimentos revelaron el contempordneo silenciamiento post-traduc-
cional, mediante el apareamiento de bases de un ARN antisentido con su respecti-
vo ARNm, previniendo su traduccién a proteina [89]

La interferencia a partir de ARNs, es un fenémeno que permite el silenciamiento

de genes de manera post-traduccional por sus siglas en inglés PTGS, después de la
produccién enddgena o la insercién artificial de ARNs pequefios de de doble cadena
de aproximadamente 20-25 nucleétidos (nt), que interfieren con el ARNm del gen
blanco [82]. En C.elegans esta capacidad de silenciamiento es hereditaria, pues una
vez que se introduce un dsRNA especifico, este es transmitido a su progenie [89].

Este mecanismo fue estudiado a fondo tanto en plantas (Arabidopsis thaliana)
como animales (Caenorhabdittis elegans) y se identificé inicialmente como un
mecanismo de defensa contra ADN y ARN extrano, pero actualmente es muy cla-
ro que el RNAi es ampliamente usado en muchas, si no es que en todas las células
eucariotas, como un mecanismo regulador de la expresién génica [83].

Los siRNAs pueden ser clasificados de acuerdo a las proteinas que estdn involucra-
das en su biogénesis, su modo de regulacién o su tamano, pero principalmente por
su origen pues estos pueden ser producidos de manera endégena o ser exégenos es
decir, transfectados artificialmente [83].

El mecanismo del ARN de interferencia, consiste en que un ARN largo de doble
cadena (dsRNA) es cortado en dos partes por una enzima llamada Dicer, que es
una RNA-asa que pertenece a la familia III de ribonucleasas, con ello, se obtiene
un par de siRNAs que comprenden dos cadenas de 21nt, las cuales inician en el
fosfato del extremo 5" terminando en el grupo hidroxilo 3" pero peculiarmente pa-
readas de tal manera que dejan libres dos nucledtidos en el extremo 3°[75,85,86].
La cadena que silenciard directamente es llamada guia, mientras que la otra cadena
la cual es ubiquitinizada y degradada es conocida como pasajera. La regulacién me-
diante siRNAs es mediada por el complejo de silenciamiento inducido por ARN,
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por sus siglas RISC, nombre genérico que se le da al complejo formado entre el
siRNAy la proteina efectora Argonauta (AGO) [87,88].

Este descubrimiento se ha convertido en una poderosa arma tanto en ingenieria
genética como en genética funcional, y en especial el proceso PTGS es muy util
para el estudio de la funcién de proteinas individuales o de un grupo de estas.

Los constructos destinados para realizar el fenémeno ARNI, son disefiados para
expresar una secuencia homéloga al ARNm del gen blanco en forma de un RNA
hairpin (hpRNA), el cual se caracteriza por la insercién de una secuencia (usual-
mente un intrén) en forma de horquilla entre las dos secuencias complementarias,
que potencia la eficiencia del siRNA [89,90] (Fig. 8)

N\ =R B

__——Amplificacidn
T e

RN =——

Fig.8 Rutas de los ARNI. El silenciamiento mediado por ARNi, puede ser inducido experimen-
talmente mediante la introduccién de siRNAs sintéticos a la célula, empleando varios métodos de
transfeccién como liposomas o vectores virales que expresen dsRNAs contra un gen en especifico.
Una vez introducido, el dsRNA serd cortado por una proteina llamada Dicer para originar siRNAs
pequenios de 21-23 nucleétidos (azul), los cuales se asociaran con su ARNm blanco (rojo) y formaran
un complejo proteinico llamado RISC, el cual tiene actividad de ARNasa que degrada el ARNm en

cuestidn, y de esta forma la sintesis de la proteina es prevenida. (Milhavet O, Gary DV, et al. 2003)

3



[
Anexo 2. Esferoides

A diferencia de los tradicionales cultivos celulares en monocapa, la estructura
tridimensional nativa de los carcinomas gobierna numerosas interacciones autdcrinas
y pardcrinas relacionadas a la progresién del tumor; este problema se ha resuelto, en
parte, con el uso de nuevos modelos en cultivo denominados esferoides tumorales
multicelulares (MTS) que semejan la intrincada y compleja red tridimensional con
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (uniones comunicantes, desmo-
somas y E-cadherina, principalmente), por lo que cada célula estd expuesta a diferen-
tes condiciones de espacio y disponibilidad de nutrientes.

De acuerdo a su origen, existen dos tipos de esferoides tumorales. Los MTS clono-
génicos y los MTS agregados. Los del primer tipo provienen de una célula tumoral
o un pequefio explante de tejido cultivadas, en una primera fase, en recipientes que
contienen una superficie antiadherente y estdtica, lo que permite la creacién de un

nucleo primario. Después los esferoides son sometidos a una segunda fase de agita-
cién orbital suave (40 a 50 rpm) que favorece la consolidacién de los MTS.

Anexo 3. Curva de puromicina (resultados)

Con la linea MCF7 se determiné la dosis adecuada para la seleccién de las
lineas estables. En la figura 6, se muestran las fotografias de las células expuestas
a diferentes dosis de puromicina a una concentracién de 1pg/ml. En los incisos a
y b, se puede observar que atin quedan células viables, mientras que en c, todas
lascélulas estén muertas, por lo que esta dosis fue la que se utilizé para la seleccién

(Fig.9).




Fig.9 Rutas de los ARNI. El silenciamiento mediado por ARNi, puede ser inducido experimen-
talmente mediante la introduccién de siRNAs sintéticos a la célula, empleando varios métodos de
transfeccién como liposomas o vectores virales que expresen dsRNAs contra un gen en especifico.
Una vez introducido, el dsRNA serd cortado por una proteina llamada Dicer para originar siRNAs
pequeiios de 21-23 nucleétidos (azul), los cuales se asociaran con su ARNm blanco (rojo) y formaran
un complejo proteinico llamado RISC, el cual tiene actividad de ARNasa que degrada el ARNm en
cuestién, y de esta forma la sintesis de la proteina es prevenida. (Milhavet O, Gary DV, et al. 2003)

Anexo 4. Técnica Liquid Overlay

Ambas lineas celulares RQ y K3 fueron cultivadas usando la técnica Liquid Over-
lay como la describié Yuhas et al [105]. Brevemente, las células se sembraron en
monocapa en cajas petri con una base de agarosa al 2% por una semana, y después
se pasaron a una incubadora rotatoria en medio Leibovitz L-15 a 37° C. El medio
fue reemplazado cada dos dias y los esferoides malformados fueron eliminados.
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