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RESUMEN

Antecedentes. Los esferoides multicelulares tumorales desarrollan subpoblaciones celulares
y un microambiente heterogéneo, por lo que constituyen un modelo tridimensional de cancer
con caracteristicas intermedias entre los cultivos bidimensionales in vitro y los modelos
animales in vivo. Los esferoides multicelulares tumorales también adquieren caracteristicas
de agresividad tumoral asociados a cambios en la expresion de RNAs codificantes y no
codificantes. Los microRNAs son moléculas pequefias de RNA no codificante con funciones
biologicas importantes en el desarrollo de cancer de mama sin embargo, su expresion ha sido

escasamente estudiada en modelos tridimensionales.

Métodos. Evaluamos el perfil de expresion de microRNAs en MCTS de la linea de cancer
mamario MCF-7 mediante andlisis de microarreglos. Los datos de expresion obtenidos se
utilizaron para predecir, mediante herramientas bioinforméticas, las funciones moleculares y
celulares asociadas a los cambios en el miRNAoma. Ademas, estudiamos la funcion biologica
de dos microRNAs desregulados (miR-221-3p y miR-187-3p) mediante ensayos funcionales.
Finalmente, exploramos la relevancia clinica de los miRNAs desregulados en nuestro modelo

utilizando bases de datos de pacientes con cancer de mama.

Resultados. Un grupo de 33 microRNAs se expresa diferencialmente en los esferoides
multicelulares de MCF-7. Dichos cambios estan estrechamente relacionados con procesos de
crecimiento, proliferacion y desarrollo celular. miRNA-221-3p y miR-187-3p participan en la
regulacion de la migracion e invasion, la sensibilidad a la privacion de factores de crecimiento,
en el ciclo celular, la apoptosis y la proliferacion. Un panel de 5 miRNAs, incluyendo miR-187-
3p, mostré un alto valor predictivo para discriminar entre grupos de pacientes con cancer de

mama de bajo y alto riesgo.



ABSTRACT

Background. Because Multicellular Tumor Spheroids develop a heterogeneous micromilieu
and different cell populations, they constitute a cancer model with intermediate complexity
when compared with in vitro bi-dimensional cultures and in vivo tumors. Multicellular Tumor
Spheroids also acquire tumor aggressiveness features as a byproduct of coding and non-

coding RNA transcription modulation such as microRNAs.

Methods. Utilizing microarray analyses, we evaluated the microRNA expression profile in
MCF-7 breast cancer cells cultured as Multicellular Tumor Spheroids. The expression data
were used to predict associated cellular and molecular functions using different software tools.
The biological importance of two dysregulated miRNAs (miR-221-3p and miR-187-3p) was
studied using functional assays. Finally, the clinical relevance of these dysregulated miRNAs

was explored using previously reported data.

Results. Thirty-three dysregulated microRNAs were found in MCF-7 Multicellular Tumor
Spheroids. The changes in miRNA expression were closely linked with growth, proliferation,
and cell development. Two miRNAs, miRNA-221-3p and miR-187-3p, were implicated in the
regulation of migration/invasion capacities, sensitivity to the deprivation of growth factors, cell
cycle phase regulation, and cell death. A panel of five miRNAs, including miR-187-3p, showed
a potential predictive value for discriminating between low- and high-risk groups of breast

cancer patients.



ABREVIATURAS

MCTS - Esferoides Multicelulares Tumorales (del inglés Multicellular tumor
spheroids)

SFB - Suero Fetal Bovino
CaMa - Cancer de Mama
CSCs — Células troncales de cancer (del inglés Cancer stem cells)

EMT - Fenotipo de transicion epitelio-mesénquima (del inglés Ephitelial-mesenchimal
transition)

miRNAs — microRNAs
IPA — Ingenuity Pathway Analysis

MRNAs — RNAs mensajeros



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Céncer.

El cancer es uno de los principales problemas en materia de salud publica a nivel mundial. En
el 2012, la agencia internacional para la investigacion en cancer (IARC, Internacional Agency
for Research on Cancer) estimé que, en todo el mundo, la incidencia de enfermedades
tumorales fue de cerca de 17,000 casos por cada 100,000 habitantes con una mortalidad de
alrededor de 8,202 decesos *. Por lo anterior, desde hace afios el cancer se ha convertido en

uno de los principales objetos de estudio para la comunidad cientifica y médica.

El cancer es una enfermedad cronica con variadas manifestaciones clinicas, que
dependen del tejido a partir del cual se origina el tumor, del tipo de célula parental, del
microambiente tumoral, y del trasfondo genético y ambiental de cada individuo. Dicha
enfermedad es resultado de un proceso (carcinogénesis) de evolucion larga en donde una o
un grupo de células normales se convierte en células malignas al adquirir ciertas

caracteristicas esenciales o “hallmarks”.

Las caracteristicas esenciales o Hallmarks del cancer se definen como las capacidades
funcionales que las células cancerosas adquieren para sobrevivir, proliferar y diseminarse 2.
En 2011 Hanahan y Weinberg describieron que, para la adquisicion de estas caracteristicas,
es crucial la participacion de dos mecanismos habilitadores que son: a) la inestabilidad
genomica, que se refiere a las mutaciones o aberraciones cromosomicas que ocurren durante
la transformacion de una célula normal a una tumoral y b) la inflamacion cronica, que genera
un microambiente rico en especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, citocinas y quimiocinas

y que a su vez inducen inestabilidad genémica 2.



Las ocho caracteristicas descritas por Hanahan y Weinberg como esenciales para el proceso

tumorigénico se resumen en la Tabla 1 23

Tabla 1. Caracteristicas esenciales del cancer.

Caracteristica Esencial Descripcion Ejemplos
l. Produccion auténoma de EGF, FGF
Proliferacion sefiales de crecimiento. B-Raf, MAPK,
autosuficiente y Activacion constitutiva de Akt/PKB, k-Ras, c-Src,
sostenida vias de sefializacion PTEN, mTOR.
autocrinas y paracrinas.
Il. Inactivacion de supresores
Evasion a tumorales RB, TP53, TGFf3
supresores Resistencia a la inhibicion LKB1, NF2

de crecimiento

por contacto

I1I.
Resistencia a la
Muerte celular

Elevada expresion de
reguladores antiapoptoticos
y sefiales de supervivencia
Disminucion de factores
proapotéticos

BCL-2, xIAP, Igfl1/2
Bax, Bim, PUMA

V.
Inmortalidad
Replicativa

Resistencia a la induccién de
senescencia y crisis celular.

h-TERT

V.
Angiogénesis

Generacion activa de nuevos
vasos sanguineos

VEGF, TSP-1

VI.
Invasion y Metastasis

Alteracion de la expresion de
moléculas de adhesion
celular

Activacion de factores de
trasncripcion que inducen el
fenotipo de transicion
epitelio-mesénquima
Capacidad invasiva

E-caderina, vimentina,
N-caderina

Snail, Slug, Twist,
Zebl/2
Metaloproteasas de
matriz

VII.
Reprogramacion del
Metabolismo
Energético

Incrementado flujo glucolitico
aerobio

GLUT1, HK, HIF-1a,
c-Myec.

VIII.
Evasion a larespuesta
inmune

Secreciéon de factores
inmunosupresores

TGF-B




1.2 Generalidades sobre el cAncer de mama.

A nivel mundial, el cAncer de mama (CaMa) representa la quinta causa de muerte por cancer
(522,000 muertes/afio) y es el tipo de neoplasia mas comun en la poblacién femenina, con
mas casos diagnosticados en paises en desarrollo (833,000 casos/afio vs. 794,000 casos/ afio
en paises desarrollados). En México, es el tipo de tumor de mayor incidencia (20,444 de cada

100,000 habitantes) y la primera causa de muerte por cancer en la poblacién femenina 4°.

El CaMa inicia con la hiperproliferacion del epitelio ductal (cancer ductal) o glandular
(cé&ncer lobulillar) mamario, que después progresa a carcinomas in situ, carcinomas invasivos
y finalmente carcinomas que hacen metastasis generalmente a nodos linfaticos, hueso,
higado, pulmén y sistema nervioso central © (Figura 1). Cuando la enfermedad es
diagnosticada en etapas tempranas, la linea de tratamiento utilizada (cirugia-radioterapia-
quimioterapia) generalmente resulta en altas tasas de recuperacion. Sin embargo, la
enfermedad en etapas metastasicas se trata en base a la multiterapia y cirugia en los 6rganos

afectados, pero la mayoria de los casos se consideran de mal pronéstico 1.

A pesar de que la etiologia del CaMa no se conoce por completo, diversos grupos de
investigacion han demostrado que la acumulacion de mutaciones en 2 tipos de genes es
determinante para el desarrollo de la enfermedad. Algunos ejemplos de estos genes se

enlistan a continuacion 8:

1) Proto-oncogenes y oncogenes: Los proto-oncogenes son genes que en condiciones
normales controlan la divisién celular, cuando ciertas mutaciones modifican esta
funcidén se convierten en oncogenes, que permiten la proliferacion celular descontrolada

caracteristica del cancer. Los proto-oncogenes mas estudiados en el CaMa son: HER-



2 (de las siglas en inglés Human Epidermal Growth Factor Receptor-2), c-Myc y Ciclina
D.

2) Supresores Tumorales: Son genes que en condiciones normales detienen el ciclo
celular para detectar y en su caso reparar dafios en el DNA, que de no ser corregidos
significan una sefial para inducir la muerte celular, cuando estos genes presentan
mutaciones las células afectadas pierden dicha habilidad. En el CaMa, los supresores
tumorales con mas variaciones genéticas son p53, BCRA1y BCRA2, cuyas mutaciones
ademas representan un factor de riesgo con componente hereditario que incrementa

en un 50-70% la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad.

Debido a la alta heterogeneidad molecular y las diversas respuestas a la terapia que
presentan las pacientes con CaMa, la clasificacion en subgrupos clinicos ha sido de particular
importancia para la toma de decisiones terapéuticas. En este sentido, estudios de expresion
génica mediante diversas tecnologias realizados en muestras de tumores mamarios
provenientes de pacientes de diferentes etnias, han permitido definir 5 subgrupos moleculares

de CaMa (Tabla 2), que se clasifican en dos grandes grupos °.

1) Tumores que expresan receptores hormonales (estrogeno-ER* y progesterona PRY),
corresponden al 70% de los casos, son de buen pronéstico, responden a tratamientos
hormonales y se dividen en: 1a) Tipo luminal Ay 1b) Tipo luminal B.

2) Tumores negativos a receptores hormonales que se caracterizan por ser muy
heterogéneos y por tener mal prondstico y alto grado de recurrencia, se dividen en: 2a)

HERZ2 positivos, 2b) Basales y 2c¢) con bajos niveles en claudinas.

A pesar de que los programas de prevencion y las nuevas estrategias de tratamiento han
logrado disminuir significativamente la incidencia y la muerte provocada por el CaMa, el

7



escenario sobre su biologia molecular aun estéd incompleto. Por ejemplo, diversos grupos de
investigacion aun se encuentran investigando a) Quién y cuando se debe prevenir, b) Métodos
de deteccion mas sensibles, mas precisos y menos invasivos, ¢) Como predecir la progresion
y la agresividad del tumor en cada paciente, d) Cémo disefiar tratamientos especificos y
personalizados y €) Como prevenir la resistencia a la terapia. Por lo anterior, los estudios de
investigacion basica que ayuden a completar este complejo panorama son primordiales para

la mejor comprension, estudio y tratamiento de dicha enfermedad.

1.3 microRNAs, biogénesis y rol biolégico en cancer de mama.

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas pequefias no codificantes de RNA (19-24
nucledtidos) de una sola cadena 1°. A partir del descubrimiento de los dos primeros miRNAs
en Caenorhabditis elegans, lin-4 y let-7, diversas estrategias han sido utilizadas para identificar
genes de miRNAs. La mayoria de las secuencias de miRNAs son conservadas entre especies
cercanas o tienen homoélogos en especies distantes. Por ejemplo, una tercera parte de los
miRNAs reportados para C. elegans tiene homdlogos en humanos, lo que sugiere que sus
funciones se conservan a través de los linajes evolutivos. Hasta ahora se reportan cerca de
2,500 miRNAs en humanos, sin embargo, un estudio reciente estima que esta cifra puede

incrementar hasta las 5,588 secuencias 1.



Los ductos mamarios normales se
componen de membrana basal y
células epiteliales, mioepiteliales vy
estromales (leucocitos, fibroblastos,
miofibroblastos, células endoteliales).

Normal

En los carcinomas In situ, el nimero
de células mioepiteliales y la
membrana basal disminuyen debido
a cambios genéticos y epigenéticos.
Por otro lado, el nimero de células
epiteliales y estromales incrementa.

In situ

La pérdida de membrana basal y
células mioepiteliales resulta en
carcinomas invasivos en donde las
células tumorales adquieren la
capacidad de invadir tejidos aledafos
y eventualmente hacer metéstasis
hacia otros drganos.

Invasivo

Ganglios Linfaticos

/ Hueso
Higado

o B

2, —»
\ Pulmones

Sistema nervioso
central

Metastasico

_ Membrana
. Células =" Endotelic @ Fibroblastos ———— "
mioepiteliales

Células epiteliales # Leucocitos @@ \iofibroblastos .‘ Células
O ‘ metastdsicas

Figura 1. Modelo que explica la progresiéon del Cancer de Mama. (Modificado de )



Tabla 2. Subtipos moleculares del Cancer de Mama (Modificado de 1213)

Grupo Subgrupo Expresion de Pronéstico Caracteristicas
Biomarcadores Adicionales
Luminal A [ER+,PR+] HER2-Ki67- Bueno Alta expresion de
Positivos a genes de adhesion
Receptores Luminal B [ER+,PR+] HER2- Intermedio  Alta expresion de
Hormonales Ki67+ genes de
[ER+,PR+] Malo adhesion,y TP53-
HER2+Ki67+
Sobreexpresion ER-PR-HER2+ Malo Alta expresién de
de HER2 genes de
Negativos a adhesion, TP53-
Receptores  Triple Negativo ER-PR-HER2-, Malo BRCA1-, TP53-,
Hormonales Basal marcadores basales+ elevado CDKN2A
Triple Negativo ER-PR-HER2-, Muy malo  Baja expresion de
bajo en Claudina- marcadores genes de
Claudinas de EMT+, adhesion.

Marcadores de células

progenitoras+

Nota: Marcadores basales se refiere a: Vimentina, P-cadherina, TP-63; marcadores de EMT
se refiere a: SNAI1, SNAI2, TWIST1, TWIST2, ZEB1/2.; marcadores de células progenitoras
se refiere a: CD44, CD24, EpCAM, CD10, CD49, CD29, ALDH1A1.
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En humanos, los genes de miRNAs se localizan en todos los cromosomas excepto el
cromosoma Y. Cerca del 50% de ellos se encuentran agrupados y se transcriben como
transcritos primarios policistronicos, por lo que pueden estar funcionalmente relacionados y
regular al mismo blanco o a blancos diferentes pero implicados en una misma via de
sefializacion. El 61% de los genes de miRNAs se localizan en regiones intronicas de genes
codificantes para proteinas, el 18% en regiones intronicas de genes no codificantes para

proteina y el 21% en exones de genes no codificantes para proteina 114,
Biogénesis candnica de los microRNAs.

A pesar de que al principio se pensaba que el proceso de sintesis de un nuevo miRNA era
relativamente sencillo, cuando éste empezé a caracterizarse en animales se encontré que es
un proceso complejo y altamente regulado que involucra eventos iniciales en el nicleo y la

maduracion final que tiene lugar en el citoplasma.

En general, los genes de miRNAs se transcriben por la RNA Polimerasa Il, aunque
existen algunos ejemplos de transcripcion mediados por la RNA Polimerasa Il *°. Los
transcritos generados, conocidos como pri-miRNAs (80-100 nucle6tidos), se procesan igual
que los mRNAs estando sujetos a “splicing” alternativo, poliadenilacion en el extremo 3" y la

adicion de una caperuza o casquete (CAP) en el extremo 5°.

Los pri-miRNAs tienen una estructura caracteristica de tallo-asa que en el nicleo es
reconocida por el complejo microprocesador Drosha constituido por: Drosha, DGCRS8
(DiGeorge syndrome critical region 8) y diversos coactivadores (i.e. las RNA helicasas
p68/DDX5y p72/DDX17; SMAD-R, hnRNP1). La actividad RNAsa Illl/fendonucleasa de Drosha
genera un transcrito con estructura en horquilla (hairpin) de aproximadamente 70 nucle6tidos

conocido como pre-miRNA ¢ precursor de mRNAs. ElI complejo microprocesador Drosha es
11



regulado por la propia actividad de Drosha, que puede cortar a DGCRS8 desestabilizando de

esta manera al complejo, siendo un mecanismo que controla la producciéon de miRNAs 16.

Los pre-miRNAs son exportados del nucleo al citosol por el complejo exportina-5/Ran-
GTP. En el citosol, los pre-miRNAs se asocian con otro complejo procesador conocido como
RISC (del inglés RNA-induced silencing complex) que esta constituido por: Dicer (enzima
RNAsa Ill), TRBP (TAR RNA-binding protein), Ago2 (Proteina Argonauta 2) y proteinas
adicionales como FMRP (del inglés fragile-X-mental-retardation protein), GW182 (marcador
de cuerpo-p) y RCK/p54 (activador de de-CAP5). La actividad de este complejo libera a una
molécula de RNA de doble cadena (constituida por las cadenas miR-5p y miR-3p) que mide

aproximadamente 22 nucleétidos 6.

Inicialmente se pensaba que, de esta molécula de doble cadena unicamente la hebra
guia (que es termodindmicamente menos estable) permanecia en el complejo de
silenciamiento miRISC para ejercer su funcién regulatoria, mientras que la hebra pasajera se
enviaba a degradacion. Sin embargo, hoy se sabe que ambas hebras pueden ser funcionales
al ser asociadas con diferentes tipos de proteinas Ago (Agol,3 y 4/EiF2C) junto con AGO2

gue es la Unica con actividad de RNAsa H. 1718,

En la Figura 2 presento un esquema general del proceso candénico de sintesis de
miRNAs. Cabe mencionar que adicionalmente, se han descrito mecanismos alternos también

conocidos como biogénesis no canonica, los cuales no son explicados en esta tesis.
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Figura 2. Biogénesis canonica de un miRNA.

1. Los genes de miRNAs se transcriben por la RNA Polimerasa Il generalmente. Los
transcritos generados se conocen como pri-miRNAs, (80-100 nucleétidos). 2. Los pri-miRNAs
son reconocidos por el complejo microprocesador Drosha, que genera un transcrito de 70
nucleotidos llamado pre-miRNA. 3. Los pre-miRNAs se exportan al citosol por el complejo
Exportina/RAN-GTP.4. El complejo RISC se asocia a los pre-miRNAs y genera una molécula
de RNA de doble cadena que mide 10-22 nucleétidos. 5. Una de las cadenas se mantiene en

el complejo para llevar a cabo su funcion regulatoria sobre sus mMRNAs blanco.
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Regulacién mediada por miRNAs

La manera en que los miRNAs reconocen a sus RNAs mensajeros (mMRNAs) blanco es
mediante complementariedad de bases entre dos regiones: la regién semilla del miRNA, que
son 2-8 nucleodtidos en la region 5°del miRNA maduro y la regién blanco del mRNA que puede
localizarse en el 3'UTR, el 5’"UTR y/6 la region codificante (CDS) del mensajero 4. Un solo
MiRNA puede unirse a diferentes regiones de su mensajero blanco y también diferentes
miRNAs pueden regular al mismo tiempo a un solo mRNA 619 como se esquematiza en la

Figura 3.

Ademas, mediante andlisis bioinformaticos que predicen blancos de miRNAs al
identificar secuencias complementarias a las regiones semillas de los miRNAs, se sabe que
un solo miRNA puede regular a multiples blancos, por lo que se estima que una tercera parte
de los genes codificantes estan bajo el control de estas pequefias moléculas reguladoras, que
tienen influencia en multiples vias de sefializacién regulando procesos biol6gicos importantes
como la diferenciacion celular, el crecimiento y proliferacion, la muerte celular y las vias

metabdlicas 18.

Los miRNAs inhiben la funcién de sus mRNAs blanco, el mecanismo mediante el cual
ocurre esta regulacion depende de cémo sea la complementariedad de bases entre la region
semilla del miRNA y la regién blanco del mRNA. Si la complementariedad es perfecta los
mensajeros pierden estabilidad y se envian a degradacion, pero si la complementariedad es
imperfecta, como ocurre en la mayoria de los casos, los miRNAs diminuyen la expresion de

su blanco al afectar el proceso de traduccién 20

14



3'UTR

CDS

3°UTR + CDS

Figura 3. Sitios de reconocimiento entre miRNAs y mRNAs. (Modificado de 6)

La mayoria de los miRNAs reconocen a sus blancos por complementariedad de bases con
regiones cercanas al 3’'UTR de los mRNAs, sin embargo, existen ejemplos de regiones de
reconocimiento de miRNAs que se localizan en las regiones codificantes (CDS) y en regiones
cercanas al 5’"UTR del mRNA blanco. Ademas, multiples miRNAs pueden actuar sobre un

mismo mensajero blanco.
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La degradacion del mRNA ocurre mediante la actividad endonucleasa de Ago2 y el
reclutamiento de factores y enzimas necesarias para promover la deadenilacion y el
“decapping” del mRNA para su posterior degradacion. Como se observa en la Figura 4A, el
proceso de deadenilacion requiere de la interaccion entre las proteinas GW182, PABP (del
inglés Poly (A)-binding protein), el complejo de deadenilacion CCR4-NOT1 y el complejo
miRISC. Después de este proceso, la caperuza 5 del mRNA es removida por el complejo de

“decapping” DCP1/DCP2 0.

La represién traduccional mediada por miRNAs puede ocurrir en las tres etapas del
proceso de traduccién: iniciacion, elongacion y terminacion, esto depende de las proteinas
asociadas a AGO2 en el complejo miRISC. Como se esquematiza en la Figura 4B, durante la
etapa de iniciacion el complejo miRISC evita la circularizacion del mRNA e inhibe la formacion
del complejo ribosomal 80s. En las etapas post-iniciacion, miRISC promueve cambios en la
velocidad de elongacion, una disociacion ribosomal prematura y genera una terminacion

temprana guiando a la degradacion cotraduccional de la proteina naciente 222,

Recientemente se han descrito miRNAs que pueden actuar en el nucleo uniéndose a
regiones promotoras de genes y promoviendo su activacion transcripcional. Por ejemplo, miR-
373 se asocia a regiones promotoras de los genes E-caderinay CSDC2 (del inglés cold shock
domain-containing protein C2) resultando en un incremento en sus niveles de mMRNA y
proteina. Esta actividad de miR-373 es especifica de ciertos tipos celulares, en células de
préstata PC-3 modifica la expresién de ambos genes, pero en células de colon HCT-116 sélo
induce la expresiéon de CSDC2 pero no la de E-caderina lo que indica que para que este
mMiRNA actie como activa dor transcripcional requiere de cofactores adicionales o de cambios

epigenéticos en la cromatina como la metilaciéon o acetilaciéon 6. Otros miRNAs como let-7i,
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miR-138, miR-92a y miR-181 pueden activar la transcripcién de genes al interactuar con

promotores tipo TATA 23,
A. 1. Deadenilacién
2. Deccaping i A(n)

Figura 4. Mecanismos de regulacién negativa mediada por miRNAs. (Modificado de 2°)

A. Degradacion del mRNA. Primero ocurre la deadenilacion mediada por la interaccion entre
miRISC, el complejo CCR4-NOT1 y la proteina PABP. Posteriormente, el complejo DCP1-
DCP2 remueve el CAP 5, con estas sefiales los mMRNAs se envian a los cuerpos P para su
degradacion. B La etapa de iniciacion del proceso traduccional se inhibe cuando miRISC
compite con elF4F y evita el reconocimiento del CAP 57, necesario para el reclutamiento de la
subunidad ribosomal 40S, ademas la asociacion de miRISC con la proteina elF6 inhibe el
reclutamiento de la subunidad ribosomal 60S evitando asi el ensamblaje ribosomal necesario

para la sintesis de proteinas.
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microRNAs en Cancer de Mama.

Cambios en la expresion de los miRNAs estan estrechamente asociados con el desarrollo de
distintas patologias. Hasta ahora, los estudios los han relacionado con enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes, neurodegenerativas y principalmente con el desarrollo de

cancer 7,

Por su implicacién en el proceso tumorigénico, grupos de genes de miRNAs han sido
clasificados como oncogenes (oncomiRs) o0 como supresores tumorales. Los primeros, se
encuentran en regiones cromosomicas que sufren amplificaciones que resultan en una
elevada expresion del oncomiR, algunos ejemplos son miR-10b, miR-21 y miR-155. La
actividad oncogénica de estos miRNAs ocurre al inhibir la expresiéon de genes supresores

tumorales y activar, indirectamente, la expresion de factores oncogénicos 4.

Por otro lado, los genes de miRNAS supresores se encuentran en regiones genémicas
fragiles que sufren deleciones o mutaciones que derivan en una baja expresion del miRNA,
por ejemplo, miR-125b, miR-200 y miR-31. Una baja expresion de estos miRNAs resulta en

una elevada expresion de factores oncogénicos 4.

En 2005 se reportd por primera vez un cambio en la expresion de miRNAs en CaMa,
en donde los niveles de expresion de miR-125b y miR-145 (supresores tumorales) se
encontraron disminuidos y los niveles de expresion de miR-10b, miR-21 y miR-155 (oncomiRs)
sobreexpresados vs tejido normal 2°. Desde entonces, diversos grupos de investigacion han
reportado que, en CaMa, estas moléculas se asocian con la adquisicion de practicamente
todas las caracteristicas esenciales del cancer (hallmarks) descritas previamente. En la Tabla
3 y la Figura 5 muestro algunos ejemplos de estos miRNAs y su participacion en el proceso

tumorigénico durante las etapas de iniciacion, promocion y progresion en este tipo de cancer.
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Tabla 3. miRNAs implicados en la adquisicion de caracteristicas tumorales en cancer
de mama. (Mandujano-Tinoco. Revision no publicada)

Caracteristica mMiRNA Expresion Funcién MRNA Ref.
tumoral en CaMa blanco
Resistencia a la
miR- A privacion de EGR1 26
191/425 hormonas en células
ERa™.
Sefales de Regulacion de la
proliferacion. miR- 4 transicion G1/S. SOCs1
221/222 Regulacién post- CDKN1B 2728 29
Evasion a transcripcional de STAT5A
supresores sefales de P27Kip
de crecimiento.
crecimiento. ' Inhibicion del
miR-497 crecimiento celulary  Ciclina E1 30
Resistencia a arresto del ciclo Bcl-w
muerte celular en G1.
celular. Regulacioén del ciclo
miR-26b v celular y formacion CDK8 sl
miR-107 de colonias.
' Regulacion del ciclo 32
miR-26a celular y apoptosis. MCL-1
Adquisicion del ADIPOR1
miR- Y6 v fenotipo TRPS1 28 3334
221/222 dependiendo EMT e invasivo. B-Integrina
del subtipo ADAM-17
Invasion y A Adquisicion del NIM =
metastasis. miR-29 fenotipo EMT.
A Induce migracibon e  NOV/CCN3 36
miR-30c invasion.
v Sobreexpresion de
miR- receptores ERBB3 87
143/145 asociados con
metastasis.
A Diferenciacion de
células stem a
miR-27a células endoteliales ZBTB10 38

através de la
activacion de VEGF.
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s ! mMiRNA Ang2’s

Angiogénesis MiR-542-3p 6 antiangiogénico 3
dependiendo
del subtipo
t Luminal MiRNA IL8
miR-200 { antiangiogénico en CXCL1 40
Basal fenotipo luminal.
A Disminucion de
supresores VHL 4l
miR-155 tumorales.
miR-138-5p v Regulacion de la
Inmortalidad  miR-133a expresion de la h-TERT 42
replicativa miR-9-5p telomerasa.
let-79
A Incremento en el
consumo de glucosa
miR-155 y la produccién de C/EBPB 43
lactato.
Sobreexpresion de
Metabolismo HKII.
energeético
A Disminucion de los
niveles de mRNAs
de diferentes ERRYy 44
miR-378* enzimas del ciclo de GABPA
krebs.
miR-210 4 Disminuye la
actividad del ISCU 45
complejo respiratoio
mitocondrial I.
Evasién ala Media la respuesta
respuesta miR-373 u inmune en modelos MiCB 46 47
inmune miR-10b in vitro e in vivo.
Inestabilidad miR-155 Defectos en los
gendémicay miR-182 4 sistemas de TERF1 48
mutaciones miR-193b reparacion de DNA 'y BRCAL
miR-1255b de control de ciclo
celular.
Inflamacion  miR-146b v Activacion sostenida NFKB 49

sostenida de las STAT.




Ademas, diversos estudios han demostrado que el uso de miRNAs como
biomarcadores prondéstico y/o de clasificacion representa ciertas ventajas ya que: 1) pueden
ser detectados mediante técnicas no invasivas en muestras de suero, sangre o leche materna,
2) son resistentes a la degradacion y pueden preservarse hasta 10 afios en muestras de tejido
de pacientes, 3) pueden ser detectadas en sangre en etapas muy tempranas de la enfermedad

y 4) el proceso de aislamiento y deteccién es facil y rapido 051,

En este contexto, diversos grupos de investigacion han propuesto firmas de miRNAs
capaces de discriminar entre grupos de pacientes sanos y grupos de pacientes con CaMa en
las primeras etapas o bien grupos de pacientes en diferentes etapas de agresividad. Un
ejemplo de estas firmas de miRNAs es: sobreexpresion de miR-18a, miR-133a, miR-155 y

disminucién de miR-145, miR-365 y miR-143 24,

Asimismo, ciertos perfiles de expresion de miRNAs han sido propuestos como una
herramienta de clasificacion del CaMa en los distintos subgrupos moleculares. Algunos
ejemplos de estos miRNAs son let-7¢, miR-10a y let-7f (subtipo luminal A); miR-18a, miR-

135b, miR-93 y miR-155 (subtipo basal); miR-142-3p y miR-150 (subtipo Her2+) 24,

Finalmente, los miRNAs también son moléculas atractivas para el disefio de terapias
dirigidas contra el CaMa ya que pueden: 1) antagonizar, por complementariedad, el efecto de
la sobreexpresion de miRNAs oncogénicos y evitar que interactiien con sus mRNAS blanco, o
bien 2) disminuir el efecto de miRNAs cuyos mRNAs blanco son supresores tumorales 5952,
Sin embargo, se requieren mas estudios que evallen los efectos adversos que conllevaria el
uso de este tipo de terapias sobre la fisiologia celular y mas aun sobre la fisiologia de un

organismo entero.
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Figura 5. Expresion de miRNAs durante el proceso tumorigénico en CaMa y su patrticipacion

en la adquisicion de las caracteristicas tumorales. (Mandujano-Tinoco. Revisidn no publicada).
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1.4 El modelo de los esferoides tumorales multicelulares (MCTS).

En 1970 Sutherland 52 y colaboradores desarrollaron, utilizando células tumorales humanas,
el modelo in vitro de los esferoides tumorales multicelulares (MCTS por sus siglas en inglés)
para evaluar la capacidad de penetracion de farmacos antineoplasicos. Los MCTS
representan un modelo de mayor complejidad que los cultivos bidimensionales ya que poseen
caracteristicas histomorfologicas, bioquimicas, funcionales y microambientales que mimetizan

los estados iniciales de formaciéon de un tumor sélido in vivo no vascularizado.

Los MCTS son agregados de células tumorales que adquieren una configuracion
espacial tridimensional (3D) que se caracterizan por presentar una morfologia esférica bien
definida y por la capacidad de mantenerse como cultivos en suspension. La organizacion
espacial de los esferoides se basa en la generacion de uniones estrechas, comunicantes y

desmosomas entre las células, E-caderina y un aumento de matriz extracelular 4,

El principio basico de generacién de MCTS se basa en que las fuerzas de adhesién
célula-célula sean mayores que las fuerzas de adhesion célula-superficie, para ello la técnica
de cultivo mas empleada es la del “liquido sobrelapante”, en la que las células se siembran
con medio tradicional suplementado con bajos porcentajes de Suero Fetal Bovino (SFB) en
placas de cultivo cubiertas con una superficie antiadherente como agar, agarosa, polyHEMA
0 en placas de poliestireno que tiene propiedades de muy baja adhesiéon. Para mantener las
condiciones de no adhesion y promover la formacion de una estructura esférica los cultivos se
incuban en condiciones de agitacién orbital suave (Figura 6) 556,

Dependiendo de la linea celular, los MCTS pueden crecer hasta los 5 mm de diametro.
En MCTS con diametros = 400 um se desarrolla una caracteristica muy importante de este

modelo que es la heterogeneidad celular (Tabla 4) la cual esta estrechamente asociada a la
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Figura 6. Generacién de MCTS mediante una técnica modificada del “liquido sobrelapante”.

generacion de gradientes de nutrientes y oxigeno (Tabla 4) que son decrecientes hacia el
interior del esferoide, de esta manera el modelo de los MCTS simula a las poblaciones
tumorales mas cercanas a los vasos sanguineos (normoxicas) y a las mas alejadas de ellos
(hipdxicas), como se esquematiza en la Figura 7 6.

Cabe mencionar que a pesar de que los tumores presentan una activa generacion de
vasos sanguineos de novo, estos vasos son caéticos y fragiles por lo que la irrigacion
sanguinea no es suficiente para todas las células de un tumor en crecimiento y es por ello que
en tumores in vivo se reportan zonas de hipoxia (p02<7mmHg 6 <100 Mm O2) % e
hipoglucemia (<5 mM de glucosa) 8. Estd ampliamente reportado que la hipoxia promueve
modificaciones en la expresion génica por lo que se le asocia con la adquisicion de fenotipos
de mayor agresividad tumoral %/, por ejemplo, aquellos relacionados con la generaciéon de
poblaciones celulares quiescentes que presentan multiresistencia adquirida a farmacos 6
células troncales capaces de regenerar un tumor 9,

Debido a que el desarrollo de subpoblaciones celulares y gradientes de oxigeno y
nutrientes se ha relacionado estrechamente con la adquisicion de caracteristicas de mayor

agresividad tumoral, el modelo de los MCTS se ha utilizado ampliamente para el estudio de
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las uniones célula-célula, la quimioresistencia adquirida, procesos de metastasis y fenotipo de
transicion epitelio-mesénquima (EMT), fenotipo quiescente, fenotipo troncal, metabolismo
energético entre otros. Todos estos procesos han presentado respuestas diferentes en los
esferoides cuando se compara con las mismas células, pero cultivadas en monocapa . Asi,
mediante analisis de expresidn génica, miRNAs y perfiles metabdlicos de agregados
tumorales 3D se ha demostrado que estos presentan un genotipo significativamente mas
parecido a los tumores in vivo que los modelos bidimensionales 6.

Ademas, la dindmica de crecimiento de los MCTS reproduce la de los tumores sélidos
in vivo, que se caracteriza por una fase inicial de crecimiento exponencial seguida por un
periodo de crecimiento lento asociado a una baja tasa de proliferacion y necrosis, finalmente
se presenta una fase de meseta en donde los esferoides mantienen su estructura y tamafio

hasta que las masas celulares comienzan a disgregarse y/o morir °,

Tabla 4. Heterogeneidad celular y microambiental generada en MCTS.

Distancia  Volumen Condiciones
Subpoblaciones de la que microambientales Ref
celulares pe(zfme;a ocupa (%) 0, pH Glucosa Caracteristicas
(LM) (umol/g)
-Positividad al marcador
Externa/ 0-50 5-10 100 7.3 >21 de proliferacion Ki67
Proliferativa -Alta capacidad
metastasica.
-Positividad al marcador 3
13-80 de quiescencia p27 62,
Intermedia/ 71 12-21  -Tendenciaa *
Quiescente 2150 25-45 diferenciarse.
-Baja capacidad
metabdlica.
Estabilizacién de HIF1-a
Centro 2400 50-70 1-75 6.9 <12 -Células en proceso de
necrotico necrosis.
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Figura 7. A) Modelo de un MCTS de tiempos largos de cultivo y B) Simulacion de las

caracteristicas que mimetiza un MCTS en un tumor in vivo.
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De esta manera, la biologia de los MCTS nos permite indagar en las brechas o “gaps”
que existen entre los estudios sobre cancer que se realizan en cultivos bidimensionales o en
monocapa y aquellos que se escalan a modelos animales. Los MCTS representan una buena
herramienta para estudiar los procesos moleculares que se modifican con la heterogeneidad
celular/microambiental, esta caracteristica finalmente es un reto para el disefio de estrategias
terapéuticas exitosas en el tratamiento del cancer.

Finalmente, es importante mencionar que a pesar de las ventajas que confiere el
trabajar con los MCTS, éstos no dejan de ser un modelo in vitro que presenta distintas
limitaciones y no es posible con ellos recrear todas las caracteristicas que presenta un tumor
in vivo. En la Tabla 5 muestro una comparacion de las caracteristicas que desarrollan los

cultivos tumorales 2D, 3D y los tumores in vivo.

1.5 Analisis de expresion de microRNAs en esferoides tumorales multicelulares.

Hasta la fecha, existen tres estudios que analizan la expresibn de miRNAs en cultivos
tridimensionales de células tumorales mamarias. En dichos estudios utilizaron pasajes seriales
de células cultivadas en forma de esferoides como herramienta para enriquecer a la poblacion
de células troncales (CSCs) y estudiar por tanto procesos moleculares (incluidos los miRNAS)

implicados en la adquisicién del fenotipo de troncalidad.

En uno de estos trabajos, se reportd6 que 17 miRNAs (Tabla 6) modifican
significativamente sus niveles de expresion en células provenientes de muestras de pacientes
con carcinomas mamarios ductales infiltrantes cuando se cultivan de manera 3D y los

porcentajes de CSCs son elevados en comparacion con células de las mismas muestras
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Tabla 5. Caracteristicas que presentan los modelos bidimensionales (2D monocultivo), los

MCTS (3D monocultivo) y los tumores in vivo.

Caracteristica

2D monocultivo

3D MCTS monocultivo

Tumores in vivo

Ref.

Contacto
intercelular

Células adheridas a
un sustrato artificial y
en contacto con otras

células Unicamente

en la periferia

Estructura
tridimensional que
permite interacciones
célula-célula y célula-
matriz extracelular

Estructura
multidimensional
dindmica que permite
interacciones entre
células de diferentes
estirpes.

64

Microambiente

Uniforme: carece de
gradientes de
oxigeno, nutrientes y
desechos celulares.

Gradientes
bidireccionales de
oxigeno, nutrientes y
desechos celulares.

Gradientes dinamicos de
oxigeno y nutrientes
debido a la generacion
de nueva vasculatura.

65

Poblaciones
celulares
tumorales.

Homogénea: células
con una tasa de
proliferacion rapida.

Heterogénea: Células
con tasa lenta de
proliferacion, células
guiescentes y células
apoptoticas.

Altamente heterogénea:
La proporcion de células
proliferativas,
guiescentes y
apoptéticas es dinamica.
Ademas, existen
poblaciones
heterogéneas en
mutaciones y
aberraciones
epigenéticas.

66

Infiltraciéon de
células no
tumorales

Carecen

Carecen

Células mesenquimales
asociadas al tumor:
fibroblastos, macrofagos,
adipocitos, células
endoteliales.

67

Crecimiento

Exponencial
Tiempos cortos de
cultivo

Dinamico avascular
Fase de crecimiento
lento — fase

exponencial—meseta—

muerte

Dinamico Avascular —
Dinamico Vascular

68

Composicion
de la Matriz
Extracelular

) Fibronectina
Acido hialurénico

Fibronectina, laminina,
Colagenall, 11, 1V,
Acido hialurénico,

Sulfato de condroitina

Fibronectina, laminina,
colagenall, Ill, IV,
fibrilina, fibulina, elastina,
vitronectina, Acido
hialurénico, Sulfato de
condroitina, enzimas
remodeladoras (MMP’s y
catepsinas), proteinas

69,70
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matricelulares (Tenascina
C,
osteopontina,periostina,
trombospodina)

Interacciones
intercelulares

Autoécrina

Autdcrina y Paracrina
entre poblaciones
tumorales.

Autdcrina y Paracrina
entre poblaciones
tumorales y entre tumor-
mesénquima

64

Vias de
sefalizacion

Activacion
constitutiva de
AKT/mTOR/S6K

Mayor plasticidad en
vias de sefalizacion

La actividad de la via
de AKT/mTOR/S6K
disminuye en zonas
internas del esferoide.
Menor plasticidad en
vias de sefializacion

La actividad de la via de
AKT/mTOR/S6K
disminuye en zonas
distantes a la
vasculatura.

71

Ejemplos de
expresion
génica

- + —- +++ —- +++
AKT, AKT,
PTEN IL8 PTEN VEGF, PTEN VEGF,
FGF CXCL1 FGF VGFR, NIL VGFR,
VEGF NIL EGFR, LKB1 EGFR, IL8,
IL8, ERK, ERK,
LKB1 pPAKT,
PAKT, MMP9,
MMP9, CXCL1
CXCL1

61

cultivadas en condiciones adherentes. Mediante analisis computacionales, en este estudio

encontraron que 47 mRNAs blanco de los miRNAs miR-145-5p y miR-543-5p estan implicados

en las cascadas de sefializacion de TGFB, MAPK y Wnt, sugiriendo que los cambios en la

expresion de miRNAs estan asociados a la adquisicion del fenotipo de troncalidad de las

células tumorales 72.

En el mismo afo, 2012, el grupo de Gutilla publicé que en un modelo 3D de MCF-7

enriquecido de CSCs mediante pasajes seriales, 12 miRNAs asociados con la adquisicion del
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fenotipo de transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Tabla 6) modificaron su expresion.
Ademas, en este reporte se encontré que inhibir particularmente la funcion de miR-221-5p
resulta en una reexpresion del receptor de estrogenos ERa cuya pérdida se asocia con el

fenotipo EMT 73,

Finalmente, en 2016 se realizé un andlisis del transcriptoma de miRNAs en esferoides
de MCF-7 enriquecidos con CSCs, en donde se encontraron 134 miRNAs (top ten Tabla 6)
diferencialmente expresados en comparacion con las células parentales, de los cuales 25 se
sobreexpresan y 109 disminuyen su expresion. Mediante analisis de ontologia, este grupo
encontrd que los cambios encontrados pueden estar asociados con la regulacién de vias de
sefializacion implicadas en procesos de autorenovacion y quimioresistencia en las células

MCF-7 cultivadas de esta manera 4.

Sin embargo, hasta ahora no existen reportes de perfiles de expresion de miRNAs en
esferoides de tiempos largos de cultivo, en donde se desarrollan caracteristicas de
heterogeneidad celular y microambiental que estan asociadas con agresividad tumoral, como
se ha descrito previamente. En este sentido, en nuestro grupo de investigacion se han
realizado analisis de secuenciacion masiva de esferoides de 20 dias de cultivo de la linea
celular MCF-7. Los resultados han demostrado que modificaciones importantes en los niveles
de expresion de 633 mMRNAs y 458 largos no codficiantes (Inc-RNAs) pueden estar implicados
en la adquisicion de diversas caracteristicas tumorales en los MCTS. Ademas, en estos
analisis se encontraron cambios en siete precursores de miRNAS, lo que sugiere que el cultivo

tridimensional puede inducir también cambios en la expresién de miRNAs 7576,

Desafortunadamente, la técnica de extracciéon de RNA que se utilizo para los estudios

antes mencionados no permitia precipitar RNAs pequefios, por lo que en el presente trabajo
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analizamos la expresion de miRNAs en MCTS de MCF-7 de 20 dias de cultivo mediante la
técnica de microarreglos. Una vez que identificamos los cambios en la expresion de miRNAs
entre MCTS vy cultivos en monocapa, estudiamos las vias moleculares asociadas a dichos
cambios. Ademds, analizamos méas detalladamente los posibles roles biolégicos de dos
miRNAs, miR-221-3p y miR-187-3p, encontrando que su desregulacion participa de manera
importante en la adquisiciébn del fenotipo quiescente, modificando las capacidades de
migracion/invasion de las células y la resistencia a privacion de factores de crecimiento.
Finalmente, el valor clinico-predictivo de estos miRNAs se analizo utilizando diferentes bases

de datos de expresién de miRNAs en pacientes con CaMa.
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Tabla 6. Cambios de expresion de microRNAs en células tumorales mamarias cultivadas de

manera 3D.

Modelo 3D

microRNAS

Expresion

Funciones asociadas

Ref.

Mamoesferas de
células
provenientes de 3
pacientes con
carcinoma
mamario ductal

infiltrante.

miR-671-5p, miR-663-5p,
miR-146a-5p, miR-1224-
5p, miR-630-5p.

miR-335-3p, miR-143-5p,
miR-140-5p, miR-335-5p,
miR-143-3p, miR-140-3p,
miR-145-3p, miR-181a-2-
3p, miR-145-5p, miR-1-
5p, miR-543-5p, miR-24-
1-3p.

Posiblemente con la
adquisicion del fenotipo

de troncalidad.

72

Mamoesferas de
MCF-7 de 5
semanas
enriquecidas de
CSCs mediante 5
pasajes seriales
de 5 dias.

miR-100-5p, miR-125b-
5p, miR-130a-5p, miR-
138-5p, miR-142-5p, miR-
146a-5p, miR-222-5p,
miR-29a-5p, miR-29b-5p.

miR-200c-5p, miR-203-5p,
miR-205-5p.

Induccion del fenotipo
EMT y expresion del
receptor de estrégenos

Era.

73

Esferoides de
MCF-7 de 4 dias
de cultivo.

miR-4492-5p, miR-410-
5p, miR-4532-5p, miR-
381-5p, miR-127-5p, miR-
411-5p, miR-1246-5p,
miR-409-5p, miR-493-5p,
miR-4508-5p.

mMiR-4448-3p, miR-221-
5p, miR-27b-5p, miR-
125b-1-5p, miR-760-5p,
miR-1296-5p, miR-301a-
5p, miR-365a-5p, miR-
30c-1-5p, let-7-f-1-5p

Vias de sefializacion
gue regulan la
capacidad y
guimioresistencia de las
CSCs.

74
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CAPITULO Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Hipotesis

El crecimiento tridimensional y la heterogeneidad celular/microambiental de los MCTS de
cancer mamario induce cambios en la expresibn de miRNAs (miRNAoma) como un

mecanismo molecular asociado a la generacion de distintos fenotipos celulares.

2.2 Objetivo general

Analizar los cambios de expresion de miRNAs en MCTS de la linea celular de cancer mamario

MCF-7 y establecer su asociacion con la generacion de distintos fenotipos celulares.

2.3 Objetivos particulares

. Generar el cultivo de MCTS de MCF-7.

. Caracterizar morfolégicamente a los MCTS de MCF-7.

. Determinar el patron de expresion de miRNAs de células MCF-7 en monocapa y MCTS de
MCF-7.

. Realizar analisis computacionales para conocer las vias moleculares en las que participan
los cambios en la expresion de miRNAs en los MCTS de MCF-7.

. Estudiar el rol biolégico de alguno miRNAs desregulados en los MCTS de MCF-7.

. Establecer el potencial clinico-predictivo de los miRNAs desregulados en los MCTS de MCF-

7.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA

3.1 Cultivo celular en monocapa. Las células humanas provenientes de carcinomas
mamarios MCF-7, T47D and ZR75 fueron cultivadas en medio RPMI-1640, que contiene 25
mM glucosa, 2 mM L-glutamina y 1 mM piruvato de sodio, suplementado con 5-10% de suero
fetal bovino (SFB). Las células MDA-MB-361, MDA-MB-231, MDA-MB-468, HS-578T, MDA-
MB-453 y SKBR3 se cultivaron en medio DMEM, que contiene 25 mM glucosa, 4 mM L-
glutamina y 1 mM piruvato de sodio, suplementado con 10% de SFB. Las condiciones de

incubacioén fueron 37° C/5% CO2/ 95% aire.

3.2 Cultivo de MCF-7 MCTS. Los esferoides de la linea celular MCF-7 se crecieron utilizando
una técnica modificada del “liquido sobrelapante” >°. Después del tercer pase de cultivo en
monocapa, las células se tripsinizaron (0.025% Tripsina/ EDTA 1mM/PBS1x) durante 7
minutos a 37°C y se centrifugaron a 1200 rpm/5 minutos. Se sembraron 2x10° células en
frascos de 12.5 cm? para cultivos en suspension en 4 ml de medio Leibovitz's L-15
suplementado con 5% de SFB. Los cultivos se incubaron en condiciones de 37° C y agitacion
orbital suave de 59 rpm durante 20 dias. Para remover detritos celulares y MCTS disgregados
se realizé cambio de medio cada tercer dia de cultivo. Para evaluar el tamafio de los MCTS,
se tomaron muestras a distintos tiempos de cultivo (4, 8, 12, 16, 20 y 28 dias) y se fijaron con
paraformaldehido al 4%. Una vez fijados, los dos diametros ortogonales de aproximadamente
40 MCTS se midieron utilizando un microscopio invertido AXIO Scope Al y el software
AxioVision version 4.8.2.0. El volumen de los MCTS se determing utilizando la formula v=

(4/31) .
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3.3 Anélisis inmunohistoquimico de los MCTS. Aproximadamente 40-60 MCTS de dia 20
de cultivo fueron fijados con paraformaldehido al 4%, lavados con PBS 1X y embebidos en
parafina. Posteriormente, se realizaron cortes finos (2-5 um) de los bloques. Para visualizar la
estructura general de los MCTS se realiz6 una tincién de hematoxilina-eosina (H&E). Para los
analisis de marcadores de proliferacion, quiescencia e hipoxia, los cortes se incubaron con
anticuerpos primarios diluidos en albumina utilizando las siguientes diluciones: anti-Ki67
1:200; anti-p27Kip1 1:100 y anti-HIF1-a 1:100. La unién de estos anticuerpos fue visualizada

con la técnica clasica del complejo avidina-biotina-peroxidasa.

3.4 Ensayo de formacién de colonias en agar suave. Para evaluar la resistencia a cisplatino
(CP) de MCF-7 MCTS de distintos dias de cultivo (5, 10, 15, 20), los MCTS se incubaron con
3 ml de acutasa a 37°C/45 minutos/agitacion orbital suave. Las células disgregadas se
sembraron en frascos de cultivo en condiciones de 37° C/5% CO2/ 95% aire. Después de 24
horas, los cultivos provenientes de los MCTS y células en monocapa (control) se trataron con
6 UM de CP durante 24 hrs. La tumorigenicidad in vitro se evalu6 mediante el ensayo de
formacion de colonias. Para ello, 1x10* células se resuspendieron en agar 0.3% suplementado
con medio y se sembraron sobre una superficie de agar 1% en placas de cultivo de 6 pozos.
Las células se incubaron en condiciones de 37° C/5% CO2/ 95% aire durante 4 semanas,

posteriormente las colonias formadas se tifieron con cristal violeta 0.01% y se contaron.

3.5 Extraccién de RNA y analisis del perfil de expresion de miRNAs. ElI RNA total y los
mMiRNAs fueron extraidos de cultivos de MCF-7 en monocapa y de MCF-7 MCTS de dia 20,
utilizando TRIzol y glucégeno libre de RNAsas como agente co-precipitante. Para el andlisis
de expresion de miRNAs se utilizé el microarreglo GeneChip ® miRNA 2.0 de Affymetrix. Los

datos del microarreglo se analizaron con el software Partek genomic suite.
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3.6 Anélisis de expresion de miRNAs por gRT-PCR. La transcripcion reversa se realiz6 con
10 nanogramos de RNA utilizando el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription de Life
technologies. Para la deteccién de los miRNAs se utilizaron las siguientes sondas Tagman:
hsa-miR-187-3p (001193), hsa-miR-127-3p (000452), hsa-miR-10a-5p (000387), hsa-miR-
221-3p (000524), hsa-miR-31-5p (002279) y has-miR-1290-5p (002863) (Life technologies,
Carlsbad, California, USA). Los datos obtenidos de réplicas experimentales se normalizaron
con la expresion de RNU48, que se utiliz6 como el control endogeno. Los valores de Ct se
utilizaron para calcular el ACt. Para calcular los cambios relativos en la expresion de miRNAs
se utiliz6 el método del 2-AA Ct. La expresion diferencial de un miRNA se definidé en base a un

valor de p <0.05.

3.7 Andlisis de expresion de mRNAs por qRT-PCR. La transcripcion reversa se realizé con
1000 nanogramos de RNA con el kit Maxima first strand cDNA synthesis de Thermo Scientific.
La amplificacion del cDNA y su cuantificacion se realizé utilizando el kit SYBR Green /Rox de

Fermentas.

3.8 Analisis bioinformatico. Para tener un panorama general de las vias de sefializacién
mas afectadas por los cambios de expresion en miRNAs y mRNAS, los datos de expresion de
MiRNAs y mRNAs se analizaron de manera conjunta o independiente en el software IPA
(Ingenuity Pathway Analysis). Asimismo, para predecir posibles vias celulares “blanco” de los

mMiRNAs se utilizé el software miRTarVis.

3.9 Inhibicién y sobreexpresion de microRNAs. Para las transfecciones transitorias se
sembraron 1.6x10° células en placas de cultivo de 24 pozos y se incubaron en condiciones de
37° C/I5% CO2/ 95% aire toda la noche para permitir su adherencia. Las células se
transfectaron utilizando el kit Xfect siRNA transfection de Clontech con 45 nM del Pre-miRNA
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sintético para miR 187-3p ¢ del Anti-miRNA sintético para miR-221-3p durante 20 horas,
posteriormente se incubaron con medio RPMI suplementado con 5%SFB durante 4 horas
antes de cada experimento. Como controles negativos se utilizaron el antimiR #1 marcado con

Cy3 y el premiR#1 marcado con Cy3 de Ambion.

3.10 Western Blot. La técnica de Western blot se realiz6 utilizando geles de poliacrilamida al
8-12% en condiciones desnaturalizantes. Las diluciones utilizadas en la incubacion con los
anticuerpos fueron las siguientes: anti B-Raf 1:1000 (ab109688 Abcam; Cambridge, USA), anti
Cypl1B1 1:1000 (sc-32882 Santa Cruz Biotechnology, USA), anti GAPDH 1:1000 (sc-25778

Santa Cruz Biotechnology, USA) y anti lamin B1 1:1500 (ab16048 Abcam; Cambridge, USA).

3.11 Generacién de hipoxia e hipoglucemia. Los cultivos en monocapa de células MCF-7 a
una confluencia de 70-80% se incubaron durante 24 horas en una camara de hipoxia, 13.7
Cu.Ft.388I de Shel Lab en condiciones de 95% N2/5% CO2/37°C para dar una concentracion
aproximada de 1% de Oz atmosférico a la altura de la Ciudad de México (2,240 msnm) o con
medio RPMI suplementado con 5% SFB y 2.5 mM de glucosa en condiciones de 37° C/5%
CO2/95% aire. Posteriormente, las células fueron colectadas y procesadas para la extraccion

de RNA.

3.12 Ensayos de migracion. Células MCF-7 fueron transfectadas con el premiR, antimiR o
ambos (cotransfeccién) como se ha descrito previamente. Para analizar el efecto de la
transfeccion sobre la capacidad de migracion de las células, éstas fueron incubadas toda la
noche con medio RPMI sin SFB. Posteriormente, se sembraron 35,000 células en insertos con
membrana de policarbonato de poro de 8um en medio RPMI sin SFB que fueron colocados
en placas de cultivo de 6.5 mm en medio RPMI suplementado con 15%SFB como quimio
atrayente. Después de 24 horas de incubacion en condiciones de 37° C/5% CO2/ 95% aire,
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las células que migraron fueron fijadas con paraformaldehido 4% y tefiidas con cristal violeta

0.01% para su conteo.

3.13 Ensayos de resistencia a privacion de SFB. Células en monocapa MCF-7
transfectadas como se ha descrito previamente, fueron incubadas con medio RPMI sin SFB
durante 5y 7 dias en condiciones de 37° C/5% CO2/ 95% aire en cajas de 24 pozos. Para su
mantenimiento se realizd6 cambio de medio cada tercer dia de cultivo. Como control se usaron
células MCF-7 crecidas en medio RPMI suplementado con 5% SFB, 1% SFB y 0.1% SFB.
Para determinar la viabilidad celular, se realiz6 el ensayo de MTS (CellTiter 96 AQueous
Assay, Promega). Brevemente, la solucion MTS/PMS se preparé en una dilucién 2000:100 y
de la mezcla se utilizaron 60 ul/pozo para cada condicion. Las placas se incubaron durante
hora y media en condiciones de 37° C/5% CO2/ 95% aire cubiertas de la luz, posteriormente
se transfirieron 100 ul (con 6 réplicas técnicas) provenientes de cada condicidén a placas de 96

y se midi6 la absorbancia a 490 nm utilizando un lector de ELISA.

3.14 Ensayo de degradacion de gelatina. Células MCF-7 fueron transfectadas como se ha
descrito previamente. Posteriormente, se sembraron 140,000 células de cada condicion en
cubreobjetos previamente recubiertos con 80 ul de gelatina fluorescente (FITC). Para
determinar su capacidad de degradar la gelatina se incubaron durante 8 horas en condiciones
de 37° C/5% CO2/ 95% aire. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas con triton
100X 0.3%/90 segundos, fijadas con paraformaldehido 4%/15 minutos, neutralizadas con
NH4Cl 50 mM/10 minutos y tefiidas con AlexaFluor-faloidina. Para la cuantificacion de la
degradacion de gelatina se tomaron fotografias de cada condicién en un microscopio Axio

Imager M1 con el objetivo 40X, el indice de degradacion se definié en base al area total de
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degradacion, que se midi6 utilizando el software Image J 1.42q, dividida entre el nimero total

de células marcadas con faloidina.

3.15 Ensayos de proliferacién celular. Células MCF-7 fueron transfectadas como se ha
descrito previamente. Posteriormente, se sembraron 100,000 células de cada condicién en
placas de cultivo de 35 mm en medio RPMI suplementado con 5% SFB en condiciones de 37°
C/5% CO2/ 95% aire. Para determinar el tiempo de duplicacion celular, las células viables de

cada condicion se contaron a las 24, 48 y 72 horas.

3.16 Ensayos de ciclo celular y apoptosis. Células MCF-7 fueron transfectadas como se ha
descrito previamente. 48 horas después de la transfeccion, las fases del ciclo celular y el
porcentaje de células apoptoticas se determinaron de manera paralela con el kit APO-BrdU
TUNEL Assay kit. Brevemente, se fijaron 2x10® células de cada condiciébn con
paraformaldehido 1% durante 15 minutos en hielo y se permeabilizaron con etanol 70% (v/v)
durante 45 minutos a -20°C. Posteriormente, las células se lavaron e incubaron con la solucién
gue contiene la enzima TdT y el BrdUTP durante 60 minutos a 37°C. Las células se lavaron y
se incubaron con el anticuerpo anti-BrdU marcado con Alexa Fluor 488 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, las células se incubaron con la solucién que contiene
yoduro de propidio/RNAsa A durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células tefiidas
se analizaron por citometria de flujo (FACS) en un citbmetro Attune (Applied Biosystems,
California, USA) registrando por lo menos 20000 eventos por muestra. Se realiz6 un “gate”

para eliminar agregados y detritos celulares.

3.17 Separacion de subpoblaciones celulares del MCTS por citometria de flujo.
Los MCTSs de dia 20 se disgregaron como se ha descrito en secciones anteriores.
Posteriormente, se fijaron 2x10° células con PFA 4% durante diez minutos a temperatura
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ambiente y se permeabilizaron con metanol frio a una concentracién final del 90% durante
treinta minutos en hielo. La tincién con el anticuerpo se realizé incubando las células en PBS
con NaCl 2M y BSA 0.5% (buffer de bloqueo) durante diez minutos para mantener la integridad
del RNA. La tincion con los anticuerpos primarios conjugados Ki-67 (Alexa® 488, 11882S, cell
signaling technology, USA) y p27Kipl (PE, 12184S, cell signaling technology, USA) se realizo
durante una hora a temperatura ambiente en el buffer de bloqueo. Para la separacién de las
poblaciones celulares se utilizé un Citometro FACSAria. Las células se colectaron en PBS con
NaCl 4M y 1% BSA para evitar la degradacion del RNA. Finalmente, el RNA se extrajo
utilizando el kit miRNeasy FFPE siguiendo las instrucciones del proveedor. Para todas las
muestras, se utilizaron 240 pl de buffer PKD con el fin de evitar interferencia de remanentes

de los buffers altos en sales que fueron previamente utilizados.

3.18 Separacion de subpoblaciones celulares del MCTS por microdiseccion.

Los MCTSs de dia 20 se lavaron en PBS, se fijaron con PFA 4% durante 10 minutos y se
embebieron en parafina. De los blogues obtenidos, se realizaron cortes de 10 micras que
fueron montados en portaobjetos y después desparafinizados. Para separar las poblaciones
celulares externas Ki67+ y las internas p27+, Unicamente se microdisectaron cortes de
esferoides con diametros de 350-420 um. Para la microdiseccion, estos cortes fueron
seccionados de manera circular a una distancia de 45-50 um de la periferia con un
microdisector laser (P.A.L.M. Microlaser. Carl Zeiss Microlmaging. Bernreid, Germany,
GmbH). Las condiciones utilizadas para el corte con el laser fueron las siguientes: Velocidad
de 20, Energia de 68 y Foco de 83. Después del corte, las poblaciones externas e internas de
122 esferoides microdisectados se recolectaron manualmente, y el material obtenido se
colecté en 500 ul de RNAlater. Finalmente, el RNA se extrajo utilizando el kit miRNeasy FFPE

siguiendo las instrucciones del proveedor. Para todas las muestras, se utilizaron 240 pl de
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buffer PKD con el fin de evitar interferencia de remanentes de los buffers altos en sales que

fueron previamente utilizados.

3.19 Analisis del valor clinico-predictivo de los microRNAs desregulados en los MCTS.
Para evaluar el valor predictivo de los miRNAs cuya expresion se modificé en los MCTS de
dia 20 de cultivo utilizamos el software Survmicro

(http://quanlab.ccmb.med.umich.edu/mirmine/single.php?mirna=hsa-miR-187-

3p&tissue=breast). Survmicro utiliza los datos de expresiéon de miRNAs de 8 bases clinicas

(miRmine human miRNA expression database) a nivel mundial y calcula el valor prondstico
gue tienen firmas de miRNAs para predecir el desenlace clinico de pacientes con CaMa segun

analisis multivariados de indices de sobrevida.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Crecimiento y caracterizacion de los esferoides multicelulares tumorales (MCTS)

de lalinea celular MCF-7.

Las células MCF-7 se crecieron en 3D durante 20 dias, tiempo en el cual los esferoides
tumorales alcanzan un tamafio que propicia la formacion de un microambiente con
caracteristicas semejantes a las que existen en los tumores sélidos, como son la
heterogeneidad celular y los gradientes de nutrientes y oxigeno. En la Figura 8A se observa
gue los MCTS de MCF-7 presentan una fase de crecimiento lento en los primeros ocho dias
de cultivo, seguida por una fase exponencial en donde alcanzan su maximo crecimiento (452
+ 27 um en didmetro y 4.9 + 0.8 x 107 um? en volumen) al dia 20. Después de los 20 dias se
presenta una meseta de crecimiento, esta cinética de crecimiento se ha descrito anteriormente

con esta linea celular y otras lineas celulares de diversos tipos de cancer 7.

Mediante ensayos de inmunohistoquimica realizados en cortes de esferoides de dia 20
de cultivo corroboramos que los MCTS en esta etapa de crecimiento estan constituidos por
tres poblaciones celulares: 1) Externa positiva al marcador de proliferacion Ki67 (78 £ 7% vs.
39 + 25% capas internas), 2) Interna positiva al marcador de quiescencia p27Kip1(66 + 15%
vs. 23 + 13% capas externas) y al marcador de hipoxia HIF-1a, preferencialmente observado
en esta poblacion (68 + 19% vs. 21 + 12% capas externas) y 3) Centro hipéxico/necrético que
se observo con la tincion de hematoxilina/eosina (Figura 8B). Es importante mencionar que,
para la obtencion de estos resultados el conteo de positividad para cada marcador se realizé
Unicamente en los cortes con didmetros de 350-420 um, ya que en cortes con diametros

menores se observa una alta positividad al marcador Ki67 sugiriendo que corresponden a
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cortes superficiales del esferoide. En los cortes seleccionados, las capas externas e internas
del esferoide se delimitaron de manera circular a una distancia de 45-50 um de la periferia.
Esta distancia se definio en funcion de la morfologia celular observada con la tincién de
hematoxilina/eosina y la tincion de Ki67, que delimita muy bien a una fraccion proliferativa. Los
porcentajes reportados se obtuvieron en base al conteo de las células totales y las células

positivas en cada capa celular.
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Figura 8. Curva de crecimiento de los MCTS de MCF-7.

A) Las gréaficas muestran la cinética de crecimiento de los MCTS determinada a los 4, 8, 12,
16, 20, 24 y 28 dias de cultivo en diametro (izquierda) y volumen (derecha) + D.E, n = 3, 40
esferoides cada uno. Las microfotografias (panel inferior) muestran la estructura de los MCTS
en diferentes tiempos de cultivo, barra = 100 um. B) Imagenes representativas de cortes de
MCTS de 20 dias con diametros >350 um tefiidos con H&E e inmunohistoquimicas de Ki67,
p27Kipl y HIF-1a. Los corchetes representan la delimitacion de las capas externas e internas
y las flechas las células positivas a cada marcador.
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Como parte de la caracterizacion de nuestro modelo decidimos evaluar dos
caracteristicas tumorigénicas que las células tumorales adquieren cuando se crecen en
cultivos tridimensionales, que son la quimioresistencia y la capacidad de migracion de las
células. Como se observa en la Figura 9A, los ensayos de crecimiento clonogénico mostraron
que las células provenientes de los MCTS de 20 dias son mas resistentes al tratamiento con
CP en comparacion con las células provenientes de MCTS a otros tiempos de cultivo (5, 10y

15 dias) y con células en monocapa.

Asi también, la Figura 9B muestra que las células provenientes de los MCTS de 20 dias
migran 2.6 veces mas que las células en monocapa (133 £ 26 MCTS 20-dias vs. 52 + 25

monocapa).

Cabe aclarar que los cultivos en monocapa utilizados como control no se crecieron
durante veinte dias, debido a que el tiempo de duplicacion de la linea celular MCF-7 es de 32-
37 horas, lo que implicaba la realizacion de varias tripsinizaciones para mantener a los cultivos
durante un periodo de 20 dias. Por lo anterior, estos cultivos siempre se usaron a confluencias

del 80% y con el mismo pase con el cual se inici6 el cultivo tridimensional.

Todos estos resultados sugieren que los MCTS de la linea celular MCF-7 de 20 dias de
cultivo son un modelo con caracteristicas microambientales que confieren mayor agresividad
tumoral y heterogeneidad de poblaciones celulares, lo que permiten mimetizar los primeros
estadios de desarrollo de un tumor solido (por las semejanzas que se muestran en la Tabla
5). Por lo anterior, el analisis de expresion de miRNAs se realiz6 en MCTS crecidos durante

20 dias.
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Figura 9. Caracterizacion de los MCTS de MCF-7.

A) Ensayos de clonogenicidad para la evaluacion de la quimioresistencia de células
provenientes de MCTS de diferentes dias de cultivo y células en monocapa. Las células se
expusieron a 6 UM de CP durante 24 horas. B) Ensayos de migracion de células provenientes
de MCTS de diferentes dias de cultivo y células en monocapa. Los datos representan el
promedio + D.E, n = 3, **p < 0.01 para una prueba t de Student de dos colas de muestras no

pareadas.
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4.2 Perfil de expresion de microRNAs en MCTS- MCF-7 de 20 dias de cultivo.

Para obtener més conocimiento sobre la biologia de los MCTS, mediante ensayos de
microarreglos, analizamos los cambios en la expresion global de miRNAs entre los cultivos de
MCF-7 en monocapa y las mismas células crecidas de manera tridimensional. En este estudio,
decidimos utilizar como control a los cultivos 2D ya que una de las variables importantes en el
modelo del MCTS es la tridimensionalidad. Datos obtenidos recientemente en nuestro
laboratorio con el analisis de secuenciacidbn masiva del transcriptoma de MCTSs de tiempos
cortos de cultivo (6 dias), en los cuales aun no se establecen gradientes de hipoxia pero si
hay un cambio en las uniones célula-célula, muestran cambios significativos en los niveles de
expresion de numerosos RNAs (codificantes y no codificantes) 7, por lo cual no se podrian
usar como control. Asi, comparar los MCTS de dia 20 con los cultivos en monocapa nos
permite incluir a las variables: uniones celulares, heterogeneidad celular y microambiente
como factores importantes que generan cambios en la expresibn de mRNAs y RNAs no

codificantes.

Como resultado del andlisis de microarreglos, identificamos un grupo de 33 miRNAs
cuya expresion (FC = 1.5, p < 0.05) es diferencial en los MCTS. Dentro de este grupo, 18
MiRNAs se encuentran sobreexpresados y 15 disminuidos. En la Figura 10 se muestra un
“‘Heatmap” de los datos obtenidos en el microarreglo, los cuadros en rojo indican un aumento
en la expresion y el color verde indica una disminucion en los niveles de los miRNAs, la
intensidad de los colores es proporcional al aumento encontrado en cada caso. Los principales
mMiRNAs (“top-ten”) desregulados se muestran en la Figura 11, interesantemente encontramos

gue todos han sido asociados con CaMa.
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El siguiente paso fue validar mediante otra técnica los cambios de expresion
encontrados con el microarreglo, esta validacion se realizd6 mediante la técnica de gRT-PCR.
Para elegir los miRNAs a validar se definieron los siguientes criterios de seleccion: la tasa de
cambio (a la alta o a la baja), el valor estadistico de significancia (valor p), el nUmero de
funciones celulares y procesos tumorigénicos asociados a cada mIRNA segun las
predicciones de IPA 'y la participacion reportada para cada miRNA en cancer de mama. A cada
criterio se asignaron arbitrariamente puntajes que finalmente dieron una sumatoria. Se
seleccionaron los miRNAs con puntajes mas altos y un microRNA de cada puntaje bajo (Tabla
7). Seis de los 9 miRNAs analizados mostraron el mismo cambio de expresion que el
observado en los microarreglos, validando asi en general el analisis realizado por
microarreglos. Como se puede observar en la Figura 12 los miR-221-3p y mir-31-5p
disminuyen en los MCTS, mientras que miR-187-3p, miR-127-3p, miR-10a-5p y miR-1290
incrementan. Los cambios de miR130a-3p, 148a-3p y 184 presentaron una tendencia al
cambio en el mismo sentido al encontrado con el andlisis de microarreglos, pero no resultaron

estadisticamente significativos (Datos no mostrados).

48



MONOCAPA MCTS

hsa-miR-31-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-19b-3p|
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-297a-5p
hsa-miR-181a-2-3p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-18a-3p
hsa-miR-1306-3p
hsa-miR-1244
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-33-3p
hsa-let-7e-3p
hsa-miR-222
hsa-miR-301b
hsa-miR-34b
hsa-miR-656-3p
hsa-miR-874-3p
hsa-miR-4794
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-219-1-3p|
hsa-miR-1285
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-616-3p
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hsa-miR-22-5p
hsa-miR-1290

Figura 10. Perfil de expresién de miRNAs en los MCTS de MCF-7.

El “Heat map” de los datos de miRNAs obtenidos mediante analisis de microarreglos muestra
un perfil de expresion particular para los MCTS de MCF-7 de 20 dias de cultivo (tres columnas
derechas) vs. los cultivos en monocapa (tres columnas izquierdas). Cada columna representa
una n bioldgica distinta. El color verde indica disminucion y el rojo incremento, segun la escala

gue se muestra en la parte inferior
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miRMNA
miR-1290
miR-22-5p
miR-184
MiR-487b-3p
miR-148a-3p
miR-127-3p
mMiR-187-3p
MIR-379-5p
MIR-616-3p
miR-10a-5p
miR-31-5p
miR-221-3p
miR-19b-3p
miR-130a-3p
miR-297-5p
miR181a-2-3p
miR-18a-5p
miR-18a-3p
mMiR-1306-3p
miR-1244

Figura 11. “Top ten” de los miRNAs desregulados en los MCTS de MCF-7.

En la gréfica se muestran las veces de cambio de los 10 microRNAs mas sobreexpresados y
disminuidos en los MCTS de MCF-7 de dia 20 de cultivo vs. los cultivos en monocapa
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Tabla 7. Criterios de inclusion utilizados para la seleccion de miRNAs validados por qRT- PCR.

0-3 p son los puntos asignados y Z la sumatoria. Los miRNAs validados se muestran en

negritas.
Tasa de Valor P Funciones Procesos Vias de Cancer
mMiRNA Cambio <0.01- Celulares Tumorales Sefializacio de z
>2.4-3p 2p Asociadas Asociados n Asociadas Mama
1.9-23-  <0.05- (IPA) (IPA) (IPA) 1-si
2p 1p 4-3p 3-3p 4-4p 2-no
1.5-1.8 - 20.05 - 3-2p 2-2p 3-3p
1p Op 2-1p 1-1p 2-2p
1-0p 1-1p
221-3p 3 2 2 3 2 1 13
130a-3p 1 2 3 2 2 1 11
31-5p 3 2 1 3 0 1 10
10a-5p 1 2 1 3 1 1 9
148a-3p 2 2 2 1 1 1 9
1290-5p 3 2 0 0 1 1 6
19b-3p 1 1 1 0 2 1 6
187-3p 2 1 0 0 1 1 5
18a-3p 1 2 0 0 1 1 5
616-3p 1 2 0 0 1 1 5
487b-3p 2 1 0 0 1 1 5
22-5p 2 2 0 0 0 1 5
127-3p 2 1 0 0 0 1 4
184 2 1 0 0 0 1 4
379-5p 1 1 0 0 0 1 3
18a-5p 1 0 0 0 1 1 3
1306-3p 1 1 0 0 0 1 3
181a-2-3p 1 0 0 0 0 1 2
297-5p 1 0 0 0 0 1 2
1244-5p 1 0 0 0 0 1 2
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Figura 12. Validacién de los datos de expresiéon de miRNAs mediante gRT-PCR.

Niveles de expresion de miR-221-3p, miR-187-3p, miR-127-3p, miR-31-5p, miR-10a-5p y miR-
1290 en los MCTS de MCF-7 de dia 20 de cultivo vs. monocapa, determinados mediante qRT-
PCR. Los datos representan el promedio + D.E, n = 3, *p < 0.05 para una prueba t de Student
de dos colas de muestras no pareadas
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4.3 Procesos biolégicos asociados con los cambios en la expresion de microRNAs en
MCTS- MCF-7 de 20 dias de cultivo.

Con el objetivo de saber qué procesos biologicos estan asociados con los miRNAs
desregulados en los MCTS-MCF-7 se realizé un analisis con el programa IPA (Ingenuity
Pathway Analysis). IPA es una plataforma bioinformatica disefiada para hacer analisis
integrales de datos biologicos, que permiten interpretar y generar hipétesis sobre modelos
moleculares, procesos biolégicos o enfermedades afectado(a)s por cambios en la expresion
de proteinas, mensajeros y/o RNAs no codificantes de manera integral. Al realizar este analisis
encontramos, de manera interesante, que diez de los miRNAs desregulados de la lista “Top-
ten” (miRs: 130a-3p, 205-3p, 221-3p, 19b-3p, 18a-5p, 31-5p, 10a-5p, 1285-3p, 616-3p, 148a-
3p) se involucran en la regulacién de los siguientes procesos biolégicos: Desarrollo celular (10
miRNAs de los que 6 disminuyen y 4 incrementan) proliferacién y crecimiento (10 miRNAs de
los que 6 disminuyen y 4 incrementan), sefializacion célula-célula (2 miRNAs que disminuyen),
morfologia celular (1 miRNA que disminuye) y mantenimiento celular (1 miRNA que disminuye)

(Figura 13A).

Ademas, el andlisis de IPA mostré que los mismos diez miRNAs regulan, de manera
indirecta, tres caracteristicas tumorigénicas: la proliferaciéon celular y las capacidades de
migracion e invasion (Figura 13B). Las predicciones indican que los cambios en la expresion
de estos miRNAs dirigen a la inhibicién de la proliferacion celular, sin embargo, para el caso
de los procesos de migracion e invasion no existen datos suficientes para saber si la

modificacién es hacia la alta o a la baja.
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Figura 13. Prediccion de procesos biolégicos afectados por los cambios en la expresion de

miRNASs en los MCTS de MCF-7.

A) “Heat map” de los 5 procesos bioloégicos afectados en los MCTS de MCF-7 de dia 20. Para
cada proceso se muestran los miRNAs involucrados. El verde significa disminucioén, el rojo
sobreexpresion y el negro que el miRNA no esta asociado con ese proceso. B) Caracteristicas

tumorigénicas asociadas con los cambios en el miRNAoma de los MCTS de MCF-7 de dia 20.
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Cuando analizamos las vias de sefalizacién afectadas por la alteracion combinada en
la expresion de miRNAs y mRNAs en los MCTS-MCF-7 de dia 20 (datos previos obtenidos de
experimentos de secuenciacion masiva) ‘6, encontramos que diversos miRNAs entre ellos
miR-221-3p, que disminuye, y miR-187-3p, que incrementa, estdn asociados a vias de
sefalizacion dependientes de TP73, TP63, TP53, Ago2 y B-Raf, que tienen roles biolégicos
importantes al participar en procesos de muerte/sobrevida, organizacion celular y respuesta
inflamatoria (Figura 14, Tabla 8 y Tabla 8.1). B-Raf regula de manera indirecta la expresion de
los precursores miR-221 y miR-187 repercutiendo directamente en cambios en los niveles de
las formas maduras: miR-221-3p y miR-187-3p. Para el caso de TP53, éste regula de manera
directa la expresion de miR-221-3p. Por lo anterior, decidimos analizar en mas detalle a los

miR-221-3p y miR-187-3p.
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Tabla 8. Principales vias de sefalizacion reguladas en los MCTS de MCF-7 de dia 20.

Prediccion realizada en IPA utilizando los datos de expresiéon de miRNAs y mRNAs.

FUNCIONES VIAS mMiRNAs IMPLICADOS
TP73 SOBREEXPRESION DISMINUCION
Muerte celular y
sobrevivencia. TP63 miR-1290
miR-148a-3p
Desarrollo TP53 miR-34b-3p miR-19b-3p
celular.
Ensamblaje y miR-10a-5p miR-130a-3p
organizacion AGO2 miR-382-5p .
celular. miR-487b-3p miR-221-3p
miR130a-3p
R miR-187-3p miR-19b-3p
_Respuesta BRAF miR-221-3p
inflamatoria miR-18a-3p
MIR-874-3p miR-18a-5p
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realizada en IPA utilizando los datos de expresion de miRNAs y mRNAs.

) , miRNAS
Funciones Vias . .

implicados

Compromiso

celular

Mantenimiento y TRIB3 miR-205-5p

funcion celular

Desarrollo celular

Morfologia celular TCR miR-1285-3p

Metabolismo de .

carbohidratos MEK miR-18a-5p

Movimiento celular

Proliferacion y .

crecimiento celular HNRNPA2B1 miR-616-3p

Desarrollo celular

Organizacion

celular

Ciclo celular SMARCA4 miR-31-5p

Muerte celular y
sobrevivencia.

Tabla 8.1 Otras vias de sefalizacidon reguladas en los MCTS de MCF-7 de dia 20. Prediccion
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Asimismo, realizamos un analisis de la co-regulacion de redes mRNA-miRNAs con otro
programa bioinformatico: miRTarvis, herramienta computacional que permite predecir blancos

de miRNAs a partir de datos de expresion de mRNAs y miRNAs obtenidos experimentalmente.

Encontramos 14 nodos de co-regulacion entre los que destacan, por el alto niumero de mRNAs
asociados, los nodos de let-7a, miRNA-19a, miRNA-31, miR-301 y miR-221-3p. Para el caso
de miR-221-3p, un MiRNA que disminuy6 en el modelo 3D, hay 4 blancos directos: MEGF9
(Multiple EGF like domains 9), DD1T4 (DNA damage-inducible transcript 4), TSC22D3
(Glucocorticoid-induced Leucine Zipper Protein) y SCL2A1 (Solute carrier family 2 member 1).
Y tres blancos indirectos: TRPS1 (Transcriptional Represor GATA binding 1),
THBS1(Thrombospondin 1) y CREBZF (CREB/ATF BZIP Transcription Factor) (Figura 15).
Los RNAs mensajeros sugeridos por miRTarvis como blancos putativos directos o indirectos
de miR-221-3p han sido reportados como reguladores importantes de procesos como la
proliferacion y la muerte celular 787° 8.8l gunque no para todos ha sido demostrada su
participacion durante la progresion del cancer de mama y seria interesante analizarlos en
trabajos posteriores. En la Tabla del apéndice 1 muestro que estas predicciones de nodos de
interaccion MiIRNA-mRNA se generan en funcion de evidencia experimental reportada y de

algoritmos que se basan en la secuencia de ambas moléculas.

Finalmente, el analisis de miRTarvis también muestra que existen nodos muy

interesantes de MRNAs mensajeros que son regulados por multiples miRNAs (Figura 15).
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Figura 15. Posible co-regulacion entre miRNAs y mRNAs en los MCTS de MCF-7 de dia 20.

El nodo de miR-221 esta asociado con diversos mRNAs desregulados en los MCTS. Para
MRNAs y miRNAs, los tonos rojos indican sobreexpresion y los azules diminucion. La
intensidad del cambio esta representada por la saturacion del color, el mas oscuro representa

el cambio mayor.
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4.4 Expresion de B-Raf en MCTS- MCF-7 de 20 dias de cultivo.

Hasta este momento, los cambios observados en la expresion de miRNAs sugieren que hay
una regulacion de la proliferacion celular en los esferoides. B-Raf es una proteina oncogénica
involucrada en el control de la proliferacion celular de melanomas y hepatocarcinomas, pero
de la que poco se sabe en cancer de mama 8. Ya que el modelaje de IPA nos mostré que la
via de sefalizacion dependiente de B-Raf es una de las més alteradas por los cambios en la

expresion de miRNAs, analizamos la expresion de esta proteina en nuestro modelo de MCTS.

Como se observa en la Figura 16A, existe un ligero cambio en el contenido de proteina
total de B-Raf en los MCTS (vs. monocapa), que no llega a ser significativo. Sin embargo, el
analisis inmunohistoquimico mostré que B-Raf se expresa preferencialmente en las capas
externas-proliferativas de los MCTS (72 £ 4% vs. 38 = 8% capas internas-quiescentes) (Figura
16B). El conteo de células positivas a B-Raf se realizé Unicamente en los cortes con diametros
de 350-420 um delimitando las capas externas e internas del esferoide, como se describio en

la seccién 4.1.

Es interesante que la expresion de 4 mRNAs que participan en esta via de sefalizacion
se encuentran desregulados en el cultivo 3D: BIRC3 (Apoptosis inhibitor 2) y CDH1 (E-
cadherina) incrementan, mientras que THBS1 y CCND1 (Cyclin D1) disminuyen (Figura 16C).
Debido a que la extraccion de mRNA se realizé en esferoides completos, desconocemos codmo
es la expresion de estos mensajeros en las subpoblaciones celulares que conforman al
esferoide, Los niveles altos de CDH1, que es un regulador negativo de B-Raf, podrian estar
disminuyendo la expresion de B-Raf y uno de sus blancos, CCNDL1, en las capas quiescentes.

En el laboratorio seguimos trabajando en la comprobacién experimental de estos resultados.
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Figura 16. Expresion de B-Raf en MCTS de MCF-7.

A) Expresion de la proteina B-Raf en MCTS de MCF-7 de dia 20 de cultivo vs. células en
monocapa. GAPDH se utiliz6 como control de carga. B) Imagen representativa de
inmunohistoquimicas de B-Raf en MCTS de 20 dias (arriba). Los corchetes representan la
delimitacién de las capas externas e internas y las flechas las células positivas a B-Raf. Abajo
se muestra la cuantificacién de células positivas a B-Raf en las capas celulares externas e
internas, C) Cambios en los niveles de mRNAs involucrados en la via de sefializacion de B-
Raf en los MCTS de dia 20. Los datos representan el promedio £ D.E, n = 3, **p < 0.01 para
una prueba t de Student de dos colas de muestras no pareadas.
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4.5 Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p durante el crecimiento de MCTS- MCF-7 y

bajo condiciones de hipoxia e hipoglucemia.

Como se comento6 anteriormente, decidimos profundizar en el analisis de dos miRNAs: el miR-
221-3p y miR-187-3p por estar asociados a la via de B-Raf, proteina que participa de manera
muy activa en la regulacion de los procesos de proliferacion y muerte celular, migracion e

invasion. Los cambios obtenidos en los niveles de los dos miRNAs se validaron por qRT-PCR.

Primero analizamos la expresién de los miRNAs durante el crecimiento de los
esferoides a diferentes tiempos. En la Figura 17 se observa que la expresion de miR-221-3p
disminuye desde los primeros dias de crecimiento en-3D cuando se compara con los niveles
gue se presentan en cultivo 2D (confluencia >80%), estos niveles bajos se mantienen hasta
el dia 20 de cultivo 3D. En tiempos cortos del crecimiento de cultivos 3D no se han formado
los gradientes de oxigeno ni nutrientes, por lo cual este resultado indica que factores que
permiten la adquisicién de la tridimensionalidad como son. las uniones célula-célula pueden
estar involucrados en cambios de expresion de este microRNA en estas etapas de
crecimiento. En contraste, miR-187-3p muestra una expresion baja en el cultivo 2D
(confluencia >80%) y en los primeros tiempos del crecimiento 3D, pero a los 20 dias de
crecimiento se sobreexpresa de manera considerable. Para este microRNA, la adquisicion de

la estructura 3D no es suficiente para inducir algiin cambio en su expresion.
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Figura 17. Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p en MCTS de MCF-7.

Los niveles de expresion de miR-221-3p y miR-187-3p se determinaron mediante qRT-PCR
en MCTS de MCF-7 de 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo vs. células en monocapa. Los datos
representan el promedio + D.E, n = 3, *p<0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 para una pruebat de

Student de dos colas de muestras no pareadas.
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Posteriormente, analizamos si la expresion de los miRNAs se modifica ante dos
condiciones microambientales (hipoxia e hipoglucemia) que se generan en los esferoides de
estadios avanzados. Para ello utilizamos células MCF-7 cultivadas en monocapa (confluencia
>80%) y expuestas a condiciones hipoxicas (1% 02 durante 24 horas) e hipoglucémicas (5 mM
de glucosa durante 24 horas). Ambas condiciones indujeron una diminucion en la expresion
de miR-221, lo que indica que este miIRNA es muy sensible a los cambios microambientales;
mientras que la expresion de miR-187-3p no se modificd por ninguno de estos estimulos, lo
gue nos hace pensar que este microRNA tiene una regulacién muy fina mediada posiblemente

por mecanismos epigenéticos como la metilacion (Figura 18).

65



miR-221-3p miR-187-3p

1.5 2.0
e 2
-n -Q 1s5'
2 0] : T L
: $ 10l [T
g o5]| 8 EEﬁ-.«-h-.i:
] o 0.5 e
> > -
S
0 - 0' T : T
“ o
‘\Qoi-\ \‘f’a@
¥ A )
Q‘\Q

Figura 18. Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p en condiciones de hipoxia e hipoglucemia.

Los niveles de expresion de miR-221-3p y miR-187-3p se determinaron mediante qRT-PCR
en células de MCF-7 cultivadas en monocapa y expuestas a 1% O:2 (hipoxia) 6 5 mM de
glucosa (hipoglucemia) vs. células MCF-7 en monocapa expuestas a 5% Oz (normoxia) 0 25
mM de glucosa (normoglucemia). Los datos representan el promedio + D.E, n = 3,*p<0.05, **p

<0.01, ** p <0.001 para una prueba t de Student de dos colas de muestras no pareadas.
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4.6 Regulacion ectépica de miR-221-3p y miR-187-3p células MCF-7 en monocapa.

Para validar experimentalmente algunas de las predicciones de IPA sobre los efectos en los
procesos de proliferacién, migracion e invasion generados por el perfil de expresion de
mMiRNAs en los MCTS, intentamos mimetizar los cambios en los niveles de expresion de los
mMiRNAs: miR-221-3p y miR-187-3p, en el cultivo en monocapa. Los cultivos bidimensionales
se utilizaron para corroborar si el cambio en los miRNAs es capaz por él mismo (eliminando
todas las variables de la tridimensionalidad) de producir fenotipos celulares semejantes a los
encontrados en el esferoide. Para ello, transfectamos transitoriamente células MCF-7

cultivadas en monocapa con los oligonucleotidos sintéticos antimiR-221-3p y/o premiR-187-
3p.

Es importante mencionar también que hacer transfecciones uniformes en los esferoides
es complicado ya que la penetracion de los polimeros de transfeccion es diferencial en las
distintas subpoblaciones del esferoide. Hasta ahora se han utilizado policationes PEGilados
como método de tranfeccién en cultivos 3D, desafortunadamente éstos no son eficientes para
esferas que superan los 300 um de didmetro. Para responder preguntas futuras, seria
interesante generar un sistema de expresion inducible y/o probar con nanoparticulas
liposomales, pensando por ejemplo en proponer estrategias terapéuticas alternativas en
donde se pueda modificar la expresion de ciertos miRNAs en areas especificas y de manera

dirigida .

La transfeccion de los cultivos se realiz6 como se menciond en la seccion de material
y métodos. La inhibicién de la actividad de miR-221-3p se corroboré evaluando los niveles de
expresion de mRNA y proteina de dos blancos (CyplB1l y Cyp7al) reportados del miRNA,

seleccionados al azar, estos incrementan significativamente a las 24 y 48 horas posteriores a
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la transfeccion (Figura 19A). Por su parte, la administracion ectopica del precursor de miR-
187-3p resultd en un incremento de 42 veces en los niveles de expresion de su forma madura,

comparado con las células transfectadas con el control negativo (Figura 19B).

4.7 Efectos de la regulacion ectopica de miR-221-3p y miR-187-3p sobre las

capacidades de migracion e invasion de células MCF-7.

Una vez corroborada la eficiencia de inhibicién o sobreexpresion de los miRNAs 221-3p y 187-
3p, respectivamente, evaluamos qué efecto tienen estos cambios sobre las capacidades de

migracion e invasién de las células MCF-7.

Los ensayos de migracién mostraron que la inhibicién de la actividad de miR-221-3p
resulta en una disminucion en la capacidad migratoria de las células, como habia sido predicho
por IPA. Este efecto se potencia cuando la expresion de ambos miRNAs (diminucién de miR-
221-3p y sobreexpresion de miR-187-3p) se modifica al mismo tiempo (Figura 20A). Ademas,
la inhibicién de miR-221-3p promovid una disminucion en la capacidad de las células MCF-7
para degradar gelatina, lo que indica que su capacidad de invadir también se ve afectada por

los cambios en la expresion de este miRNA.

En la Figura 9B, mostré que las células provenientes de esferoides de 20 dias migran
mas que las células en monocapa, sin embargo, esta reportado que este potencial migratorio
es caracteristico de las poblaciones celulares externas-proliferativas que constituyen al
esferoide 84, lo que nos hace pensar que este fenémeno particular en el que miR-221-3p
disminuye afectando esta capacidad migratoria ocurre en las poblaciones que entran en

estado de quiescencia. Mas adelante presento resultados que pueden apoyar esta idea.
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Figura 19. Validacion de la inhibicion de la actividad de miR-221-3p y de la sobreexpresiéon de

miR-187-3p en células MCF-7 en monocapa.

A) Region semilla de dos mRNAs blanco de miR-221 seleccionados al azar: Cyp1B1y Cyp7al
(arriba), niveles de mRNA de CyplB1 y Cyp7al (en medio) y niveles de proteina de Cypl1B1
(abajo) en células de MCF-7 48 horas después de haber sido transfectadas con el AntimiR-
221-3p. TBP y Lamina B1 se utilizaron como normalizadores para la expresion de mRNAs y
proteina, respectivamente B) Niveles de expresion de miR-187-3p en células MCF-7 después
de su transfeccién transitoria con el PremiR-187. Los datos representan el promedio + D.E, n
= 3, *p=<0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 para una prueba t de Student de dos colas de muestras
no pareadas.
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Figura 20. Efectos de la inhibicion de miR-221-3p y la sobreexpresién de miR-187-3p sobre

las capacidades de migracion e invasion de células MCF-7.

A) Capacidad de migracion de células MCF-7 transfectadas transitoriamente con el AntimiR-
221, el PremiR-187 o Ambos vs. Células MCF-7 transfectadas con el control negativo. B)
Potencial de degradacion de gelatina de células MCF-7 transfectadas transitoriamente con el
AntimiR-221, el PremiR-187 o Ambos vs. Células MCF-7 transfectadas con el control negativo.

*k%*

Los datos representan el promedio = D.E, n = 3, *p<0.05, **p < 0.01, p < 0.001 para una
prueba t de Student de dos colas de muestras no pareadas y una ANOVA de una via con la

prueba p de Bonferroni.
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Por su parte, la sobreexpresion de miR-187-3p no modifica la capacidad de degradar

ni de migrar de las células MCF-7 (Figura 20B).

4.8 Efectos de laregulacion ectopica de miR-221-3p y miR-187-3p sobre la resistencia

a la privacion de suero de células MCF-7.

Para analizar si los cambios en la expresion de los miRNAs 221-3p y 187-3p pueden influir
sobre la resistencia celular a la privacion de factores de crecimiento, cultivamos las células
transfectadas de MCF-7 monocapa en medio sin SFB y evaluamos su viabilidad a los 5y 7
dias después de generado el estrés. Encontramos que a los 7 dias de privacion de SFB, tanto
la disminucion de miR-221-3p como la sobreexpresion de miR-187-3p inducen una reduccion
significativa en la viabilidad de las células MCF-7. Esta disminucion se observa desde el dia 5
de privacion de SFB cuando las células se cotransfectan con ambos antimiR-221-3p y premiR-
187-3p, como era de esperarse este efecto es mayor a los 7 dias de cultivo (Figura 21). Estos
resultados apoyan la idea de que los fendmenos observados ante la modificacién de estos
dos miRNAs especificamente, ocurren en la subpoblacion quiescente del esferoide, en donde
los nutrientes empiezan a ser escasos, COMO ocurre en regiones tumorales lejanas a la
irrigacion sanguinea. Probablemente estos miRNAs estan involucrados inclusive en la
generacion de este fenotipo celular. En secciones posteriores muestro resultados que validan

esta idea.
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Figura 21. Efectos de la inhibicién de miR-221-3p y la sobreexpresién de miR-187-3p sobre

la resistencia a la privacion de factores de crecimiento de células MCF-7.

La viabilidad celular se evalu6 en células MCF-7 en monocapa transfectadas transitoriamente
con el AntimiR-221, el PremiR-187 o Ambos vs. Células MCF-7 transfectadas con el control
negativo y expuestas a la privaciéon de SFB durante 5y 7 dias de cultivo. Los datos representan
el promedio £ D.E, n = 3, *p<0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 para una prueba t de Student de
dos colas de muestras no pareadas y una ANOVA de una via con la prueba p de Bonferroni.
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4.9 Efectos de la regulacion ectopica de miR-221-3p y miR-187-3p sobre la

proliferacion y la apoptosis de células MCF-7.

De acuerdo a las predicciones de IPA, la capacidad de proliferacion y sensibilidad a apoptosis
se vieron afectadas en cultivos 3D, por lo cual decidimos analizar el papel de miR-221-3p y
miR-187-3p, sobre estos procesos celulares. La Figura 22A muestra que la transfeccion de
células MCF7 con el premiR-187 induce un arresto en la fase G1 del ciclo celular, lo que se
refleja en un incremento en el tiempo de duplicacién y en la reduccién del numero de células
vivas a las 48 h post-transfecciéon, en comparacion con las células transfectadas con el control
negativo (Figura 22C). Por su parte, la transfeccién con el anti-miR-221 resulta en un
incremento significativo en el nimero de células apoptéticas (Figura 22B) concordando con
una disminucién en el nimero de células viables y un incremento en el tiempo de duplicacién

a las 48 horas post-transfeccion (Figura 22C).

De manera interesante, la cotransfeccion de ambos, anti-miR-221-3p y premiR-187-3p,
produce cambios mas fuertes en el niumero de células viables y el tiempo de duplicacion,
posiblemente debido al efecto del arresto en G1 que promueve miR-187-3p y la induccion a
apoptosis por miR-221-3p (Figura 22). Estos datos apoyan la idea que se ha venido
exponiendo de que ambos miRNAs estan particularmente involucrados en la generacion de

un fenotipo quiescente en los esferoides de 20 dias.
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4.10 Analisis de la expresion de miR-221 y miR-187 en las subpoblaciones celulares de
los MCTSs.

Con la finalidad de evaluar si la expresion de miR-221 y miR-187 es diferencial en las
subpoblaciones celulares que conforman a los esferoides de dia 20, separamos dichas
poblaciones mediante dos aproximaciones experimentales: con citometria de flujo en donde
las células fueron aisladas segun su tincién con los marcadores Ki67 y p27 (Figura 23A,
derecha) y con microdiseccion laser en donde se disectaron las poblaciones externas e
internas del esferoide (Figura 23B, derecha). Posteriormente, los niveles de expresion de los
mMiRNASs se evaluaron mediante qRT-PCR en cada poblacion. Como se observa en la Figura
23A (izquierda), los niveles de miR-187 son apenas detectables en la poblacién proliferativa
Ki67+, mientras que las células quiescentes p27+, las células de transicion a quiescencia
Ki67+/p27+ y las células apoptoticas/necréticas Ki67-/p27- presentan altos niveles de
expresion de este miRNA. Este mismo resultado se confirmd con la microdiseccion laser
(Figura 23B, izquierda), en donde se encontrd una expresion disminuida de miR-187 en las
capas externas del esferoide. En cuanto a miR-221, no encontramos diferencias significativas
en sus niveles de expresion en las poblaciones celulares aisladas mediante las dos técnicas.

(Figura 23A y B, medio).
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Figura 22. Efectos de la inhibicién de miR-221-3p y la sobreexpresién de miR-187-3p sobre

el ciclo celular, la proliferacion y la apoptosis de células MCF-7.

A) El ciclo celular y B) la apoptosis se determiné en células MCF-7 48 horas después de la
transfeccion transitoria con el AntimiR-221, el PremiR-187 o Ambos vs. Células MCF-7
trasnfectadas con el control negativo. C) El indice de proliferacion se determiné a las 24, 48 y
72 horas después de la transfeccion, los tiempos de duplicacion se calcularon para cada
condicién. Los datos representan el promedio £ D.E, n = 3, *p<0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001
para una prueba t de Student de dos colas de muestras no pareadas y una ANOVA de una

via con la prueba p de Bonferroni para A, By C.
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Figura 23. Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p en subpoblaciones celulares de MCTSs
de dia 20.

A) Expresion de miR-187-3p (izquierda) y miR-221-3p (medio) por gRT-PCR en las
subpoblaciones celulares aisladas mediante citometria de flujo utilizando a los marcadores
Ki67 y p27 (derecha). La poblacion doble positiva a ambos marcadores se utilizé para
normalizar. Los datos representan el promedio + D.E, n = 3, **p <0.01, *** p <0.001 para una
ANOVA de una via con la prueba p de Bonferroni. B. Porcentaje de expresion de miR-187-3p
(izquierda) y mir-221-3p (medio) por gRT-PCR en las poblaciones externas e internas de
esferoides aisladas mediante microdiseccion laser. Los datos representan el promedio de

expresion de un pool de RNA obtenido de 122 esferoides microdisectados.
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4.11 Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p en diferentes lineas celulares de cancer de

mama.

Para conocer si la expresion de miR-221-3p y miR-187-3p pueden estar asociados con los
subgrupos moleculares reportados para CaMa, determinamos los niveles de expresion de
ambos mMiIRNAs en 9 lineas celulares de CaMa. La Figura 24 muestra que una elevada
expresion de miR-221 es caracteristica de las lineas celulares triple negativo, entre ellas la
linea MDA-MB-231, que no tiene capacidad para formar esferoides es las que tiene mayor
expresion de este miRNA. Para el caso de miR-187-3p no encontramos alguna relacion entre

su expresion y algun grupo molecular de CaMa.
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Figura 24. Expresion de miR-221-3p y miR-187-3p en diferentes lineas celulares de cancer
de mama. La expresiéon de miR-221-3p y miR-187-3p se determind en 9 lineas celulares
correspondientes a los 4 subgrupos moleculares de CaMa mediante gRT-PCR. La linea
celular MCF-7 se utilizé para normalizar los datos. Los datos representan el promedio + D.E,
n =3, *p<0.05, **p <0.01, *** p < 0.001 para una prueba t de Student de dos colas de muestras

no pareadas y una ANOVA de una via con la prueba p de Bonferroni.
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4.12 Papel predictivo de los microRNAs desregulados en muestras de pacientes con

cancer de mama.

Finalmente, para determinar el valor clinico del perfil de expresion de miRNAs en nuestro
modelo de MCTS utilizamos el programa SurvMicro, éste programa compara la expresion de
nuestros miRNAs con ocho diferentes bases de datos (generadas a partir de datos masivos
de secuenciacién o microarreglos) de pacientes con CaMa. Segun estas bases de datos, la
mayoria de los miRNAs que reportamos en este trabajo modifican sus niveles de expresion (a
la alta 0 a la baja) en las muestras de CaMa cuando se comparan con tejido normal. En la
Tabla 9 se muestra (en negro) cuales de los 33 miRNAs desregulados en nuestros esferoides
también se han reportado en pacientes y en qué bases de datos. Por ejemplo, cambios en la
expresion de miR-187 (vs. tejido normal) se encuentran en las ocho bases de datos, mientras
que miR-221-3p se reporta sélo en siete de ellas. Los niveles de expresion para cada miRNA

se tienen que ir analizando de manera individual en cada base de datos.

Utilizando la base de datos mas grande, con 528 pacientes, encontramos que 22 de los
33 miRNAs desregulados en los MCTS muestran potencial predictivo (p =0.00002) para
discriminar entre grupos de pacientes de alto y bajo riesgo, en términos de la tasa de
sobrevivencia libre de enfermedad (Figura 25A). Con la intencion de proponer una firma
“‘prondstico” de miRNAs, determinamos el nimero minimo de miRNAs necesarios para
mantener este valor predictivo. Como se observa en la Figura 25B, 8 (miR-10a, -379, -127, -
487b, -616, -187, -148a, -184), 6 (miR-10a, -379, -127, -187, -148a, -184) y 5 (miR-10a, -379,

-187, -127, -148a) miRNASs resultaron Gtiles como firma.
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Para nuestra sorpresa, en cuatro bases de datos distintas, una elevada expresion de
miR-187-3p (que se sobreexpresa en el esferoide) se relaciona con los grupos de pacientes

de alto riesgo, segun la tasa de sobrevivencia libre de enfermedad (Figura 25C).
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Figura 25. Valor predictivo del perfil de expresién de miRNAs de MCTS de MCF-7 de dia 20

de cultivo.

A) En la base de datos con muestras de 528 pacientes, la expresion de 22 miRNAs reportados
en el modelo de MCTS de MCF-7 de dia 20 tienen un alto potencial (p=0.00002) para
discriminar entre grupos de pacientes con CaMa de alto y bajo riesgo, segun la tasa de
sobrevivencia libre de enfermedad. B) Grupos de 8 (p= 0.02), 6 (p= 0.01) y 5 (p= 0.008)

miRNAs mantienen este valor predictivo. C. Una elevada expresion de miR-187 se asocia con

grupos de pacientes con CaMa de alto riesgo, en la figura se muestran la graficas

representativas para dos cohortes de pacientes: 528 (p=9.2e"" ) y 322 (p=3.7e1%1).
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Tabla 9. Perfil de expresion de miRNAs de MCTS de MCF-7 de dia 20 representado en ocho bases de datos
de pacientes con CaMa. En negro se muestran los miRNAs cuyos niveles de expresion se modifican en las
bases de datos de pacientes, en blanco los microRNAs que no estéan reportados.

BASES DE DATOS (cohortes de pacientes)
528 322 210 99 60 51 47 40

miR-1290

ka-miR-22-star
ia-miR-184
ra-miR-487b
ra-miR-148a
la-miR-127-3p
ra-miR-187
fa-miR-379
Fa-miR-616

ra-miR-10a
ra-miR-885-5p
ra-miR-34b
ra-miR-674
ta-miR-664-star
pa-miR-382
ra-miR-656
ra-miR-1285
Fa-miR-219-1-3p

la-miR-33a-
ta-miR-301b
a-miR-205

ia-let-Te

a-miR-1244
ta-miR-1306

la-miR-18a

a-miR-18b

ra-miR-181a-2-star
la-miR-222
Fa-miR-297
ra-miR-3012
ra-miR-192
ra-miR-221

ta-miR-31
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CAPITULO V. DISCUSION

Los cultivos celulares tradicionales 2D o en monocapa han sido ampliamente utilizados para
el estudio de mecanismos moleculares y celulares implicados en el proceso tumorigénico.
Desafortunadamente, estos cultivos bidimensionales no reflejan ciertas caracteristicas
microambientales que se generan en los tumores sdlidos (i.e heterogeneidad celular y
gradientes de oxigeno/nutrientes) y que se asocian a la adquisicion de fenotipos celulares de
mayor agresividad tumoral. Los MCTS son cultivos tridimensionales in vitro con caracteristicas
importantes para el estudio de la progresion tumoral debido a la generacion de gradientes de

nutrientes/oxigeno y subpoblaciones celulares.

Por sus caracteristicas, los MCTS representan un modelo de complejidad intermedia
entre los cultivos 2D in vitro y los tumores sélidos in vivo, y debido a que sus patrones de
expresion génica y vias de sefializacion son méas parecidos a los encontrados en muestras de
tumores provenientes de pacientes (como se muestra en la Tabla 5), son también un modelo
mas adecuado para el estudio de expresion de RNAs no codificantes. A pesar de ello, los
MCTS no dejan de ser un modelo experimental que no recrea por completo la biologia de un

tumor in vivo (Ver Tabla 5).

En el presente trabajo, utilizamos MCTSs de la linea celular de caAncer mamario MCF-
7 de 20 dias de cultivo. Estos esferoides presentan una cinética de crecimiento parecida a la
de tumores avasculares in vivo, como ha sido demostrado por diferentes grupos de
investigacion 88 Ademads, estan constituidos por subpoblaciones de células proliferativas
(capas externas) y quiescentes (capas internas), areas hipoxicas y la evidencia de muerte

celular al centro del esferoide, como ha sido previamente reportado 8788, La heterogeneidad
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de poblaciones celulares ha sido evidenciada en diferentes tipos de cancer en sus primeras

etapas de desarrollo, por ejemplo, en melanomas, cancer de colon y cancer de mama 89,

Las células derivadas de los MCTSs-MCF-7 muestran caracteristicas de mayor
agresividad tumoral como son la quimioresistencia adquirida al CP y una mayor capacidad
para migrar que las células provenientes de los cultivos en monocapa. Resultados similares
se han observado en esferoides de cancer de pulmdn, colon y pancreas °091.°2, en donde se
ha reportado por ejemplo, que cambios en la expresion de E-caderina, N caderina,
podoplanina y aSMA, respecto a los cultivos 2D, son responsables de la adquisicion de un
fenotipo migratorio °® que ademas esta conferido a las células externas-proliferativas de los
esferoides 8. En cuanto a la resistencia a farmacos, se ha comprobado que la multiresistencia
gue adquieren los esferoides se debe a multiples factores como: los gradientes de penetracion
del farmaco, la generaciéon de poblaciones quiescentes, la hipoxia, el enriquecimiento de

células stem y las propiedades anti-apoptéticas que adquieren algunas poblaciones celulares

94

Una vez caracterizado nuestro modelo, analizamos si el crecimiento tridimensional y el
desarrollo de las caracteristicas microambientales previamente mencionadas inducen
cambios en la expresion de miRNAs de las células que constituyen al esferoide, en
comparacion con la expresion de células cultivadas de manera bidimensional. Encontramos
gue un grupo de 33 miRNAs, incluyendo miR-221 y miR-187, se encuentra diferencialmente
expresado (18 sobreexpresados y 15 disminuidos) en las células provenientes de los MCTSs
y estd asociado a la regulacién de procesos tumorigénicos como la proliferacion celular y las

capacidades de migracién e invasion en CaMa.
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Existen tres estudios previos de andlisis de expresion de miRNAs (mediante
microarreglos 0 secuenciacion masiva) en esferoides de CaMa. Estos estudios utilizan a los
MCTSs Unicamente como una herramienta para enriquecer a la poblacién de células stem
(CSCs), mediante pases seriales de células provenientes de esferoides cultivados durante 5-
10 dias. En estas condiciones, sus resultados demuestran que diversos miRNAs (incluyendo
miR-205-5p, miR-221-5p y miR-222-5p) tienen implicaciones importantes en el mantenimiento
de las células stem y su capacidad de auto renovacion, asi como en la induccién del fenotipo
de transicién epitelio-mesénquima (EMT) y la quimioresistencia 7>7374. Sin embargo, el perfil

de expresion de miRNAs en MCTS de estadios avanzados no ha sido estudiado.

Nuestro analisis integral de la expresion de miRNAs y mRNAs en los MCTSs de MCF-
7 mostré que miR-221-3p representa un nodo importante de coregulaciéon con los MRNAs de
TRPS1y MEGF9. TRPSL1 (trichorhinophalangeal syndrome-1 gene) codifica para un represor
transcripcional de genes regulados por los factores GATA, que participa en el control de la
diferenciacion y proliferacion celular. Bajos niveles de TRPS1 afectan la progresiéon del ciclo
celular en la linea MCF-7 y esta reportado como un blanco directo de miR-221 99797 En
nuestro modelo, en donde existe evidencia de arresto celular en ciertas poblaciones, la
expresion del mMRNA de TRPS1 disminuye (vs. monocapa) sin embargo, miR-221-3p también
disminuye, las predicciones por IPA sugieren que la regulacion mediada por el miRNA en este
caso no es directa y que su disminucion ocurre a través de la inhibicion de otro mensajero
blanco que es SCL2A1, sin embargo, hasta ahora no existe evidencia experimental que valide
estas predicciones. Por su parte, MEGF9 (multiple EGF like domains 9) participa en la
progresion tumoral al ser un regulador negativo de NF-kB y segun andlisis bioinforméaticos se
le considera como un blanco putativo de miR-221 %99, En CaMa, bajos niveles de MEGF9 se

reportan asociados con una elevada capacidad migratoria y sobrevivencia celular 1°°, mientras
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que altos niveles de expresion de este gen inducen a vias de muerte celular %1, Los esferoides
de MCF-7 presentaron altos niveles de MEGF9 correspondiendo con una baja expresion de
miR-221-3p, lo que sugiere que la regulacion de este mensajero podria estar involucrada con
la induccién de sefiales que lleven al arresto celular y/o a la apoptosis. Estos dos ejemplos de
regulacion nos indican que los cambios de expresibn de mensajeros y miRNAs en los
esferoides pueden estar fuertemente asociados con la adquisicion de los fenotipos
quiescentes y apoptoticos caracteristicos de las poblaciones celulares internas que conforman

a los esferoides.

Las vias de sefalizacion de B-Raf y p53 también resultaron estar fuertemente
asociadas a los miRNAs desregulados en los MCTSs. Particularmente, B-Raf se expresa
preferencialmente en las poblaciones externas-proliferativas de los MCTSs. B-Raf participa en
la activacién de la via de sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK, regulando positivamente la
proliferacion y diferenciacion celular 19287, Se ha reportado que B-Raf puede ser regulado por
MiRNAs como: miR-378-5p, miR-221-5p y -3p, miR-222-5p, miR-146b.5p, miR-181-5p y miR-
187-5p en carcinomas de colon, melanoma y tiroides 193104195 De manera similar, cambios en
la expresion de B-Raf pueden promover cambios en la expresion de miRNAs 1%, como lo
sugiere la prediccion de IPA en donde los precursores miR-221 y miR-187 son regulados de
manera directa por esta proteina. En los esferoides encontramos altos niveles de expresion
de un regulador negativo (CDH1) de B-Raf 197, si esta expresion representa mayoritariamente
a las poblaciones internas, podria entonces ser un mecanismo por el que B-Raf disminuya su
expresion en estas capas celulares, induciendo una disminucién por ejemplo en la expresién
de ciclinas (i.e CCDN1) 18 y participando por lo tanto en vias de proliferacion y arresto celular.
Falta evaluar si una baja expresion de B-Raf induce bajos niveles de miR-221-3p y una

sobreexpresién de miR-187-3p, segun lo observado en los esferoides, para proponerlo como
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un mecanismo celular de induccion de quiescencia mediado por miRNas en esferoide

multicelulares.

Particularmente, la expresion de miR-221-3p disminuye en los esferoides desde sus
primeros dias de cultivo, contrario a la sobreexpresion que se reporta en cultivos 2D de
distintos tipos de cancer cuando se compara con tejido normal. En este sentido, nuestros
resultados coinciden con la disminucion de 57 veces en el nivel de expresion de este miRNA
gue se reportd en células provenientes de esferoides de MCF-7 enriquecidos con CSCs 4, lo
gue sugiere que la tridimensionalidad puede significar una caracteristica importante en la
regulacion de miR-221-3p. Asimismo, la generacion de hipoxia e hipoglucemia en las células
MCF-7 resulté en un decremento en la expresion de miR-221-3p. Existe solo un estudio que
reporta que la hipoxia (1% O2) induce la sobreexpresion de este miRNA en células de pulmon,
desafortunadamente no existen reportes que demuestren el mismo efecto en lineas celulares

de CaMa.

Ademas, cuando analizamos la expresion de miR-221-3p en las diferentes poblaciones
celulares que conforman a los esferoides de dia 20 no encontramos diferencias en sus niveles
de expresioén, lo que sugiere que ademas de la hipoxia y la hipoglucemia, miR-221-3p podria
estar siendo regulado por cambios en las uniones intercelulares, lo que explicaria la regulaciéon

negativa en su expresion desde los primeros dias de crecimiento de los MCTSs.

Por otro lado, miR-187-3p se sobreexpresa exclusivamente en los MCTSs al dia 20 de cultivo,
y su expresion esta inhibida en las células proliferativas del esferoide, en donde encontramos
una incrementada expresion de p53 y B-Raf. Ademas, la expresion de este microRNA no se
ve modificada con la hipoxia o la hipoglucemia, lo que deja la posibilidad de que miR-187-3p
esté siendo regulado por mecanismos epigenéticos y/o microambientales, como las
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concentraciones de TNF, asociados a las subpoblaciones p27 positivas y a las células

necroéticas/apoptoticas.

Altos niveles de expresion de este microRNA en el suero de pacientes con CaMa han
sido asociados con un mal prondstico. La hipoxia y la hipoglucemia no modifican su expresion,
sugiriendo que miR-187-3p es una caracteristica muy particular de los MCTSs de dia 20. En
este contexto, un reporte demostrd que la expresion de miR-187 no se modifica en células de

rifidn expuestas a condiciones de hipoxia crénica, lo que apoya nuestros resultados 199,

La inhibicién de la actividad de miR-221-3p reduce la capacidad migratoria y el potencial
de degradacion de las células MCF-7. Estos resultados son consistentes con estudios que
reportan que la sobreexpresion de miR-221-3p promueve la adquisicion de un fenotipo
EMT/invasivo, debido a que tiene como blancos a diversos reguladores maestros como PTEN,
ADIPOR1 y TRPS1 10111 por otro lado, la expresion ectépica de miR-187-3p incrementa el
potencial de degradacién de las células, concordando con datos publicados por Mulrane et al
112 Interesantemente, este efecto es contrarrestado cuando el antimiR-221 y el premiR-187
son transfectados al mismo tiempo en las células MCF-7. Estos resultados remarcan la
importancia y necesidad de realizar estudios que consideren el papel biolégico de las

interacciones de miRNAs, como ocurre en un sistema biolégico 113,

La sobreexpresion de miR-187-3p, la inhibicion de miR-221-3p y la cotransfeccion en
células MCF-7 resulta en una reduccion en el numero de células y un incremento en el tiempo
de duplicacion de las mismas. Estos eventos se asocian estrechamente al arresto en la fase
G1 del ciclo celular inducido por el premiR-187 y a la apoptosis inducida por el antimiR-221.
Ademas, la contransfeccion de los miRNAs promueve la muerte celular en condiciones de
privacion de SFB. Estos resultados son consistentes con Medina et al '3, quienes reportaron
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que miR-221-3p es un regulador del ciclo celular y de muerte celular en células de
glioblastoma, otro reporte demuestra que la sobreexpresion de miR-187-3p induce la

apoptosis de células de linfoma B 14,

En conjunto, los resultados de ciclo celular, las curvas de proliferacion y los resultados
de respuesta a la privacion de suero, asi como la expresion particular de cada miRNA en
zonas especificas del esferoide, sugieren que, en nuestro modelo tridimensional de cancer
mamario, los niveles de expresion de los mMiIRNAs miR-221-3p y miR-187-3p estan
estrechamente relacionados con la generacion de poblaciones quiescentes. Estas
poblaciones quiescentes representan a mas del 50% de la poblacion total de los MCTS y
constituyen nichos tumorales mas agresivos, ya que a pesar de que se encuentran en arresto
celular y sus capacidades de migrar no son como las de las células proliferativas 84, algunos
grupos han propuesto que son las células quiescentes las que confieren resistencia
terapéutica a diversos farmacos antineoplasicos, sobre todo aquellos que son dependientes
del ciclo celular 5°, ademas es en estas poblaciones en donde las células stem se encuentran
en dormancia pero protegidas y listas para reactivar su metabolismo para cuando las
condiciones microambientales lo permitan 11°, manteniendo asi la sobrevivencia del tumor y
provocando reincidencia de la enfermedad en los pacientes que ya han sido dados de alta. En
este sentido, el uso de modelos in vivo ayudaria a determinar la contribucion de ambos
MiRNAs en la progresion y/o establecimiento de las primeras etapas de crecimiento de un

tumor primario y/ o metastasico.

Finalmente, cuando medimos los niveles de expresién de miR-221 y miR-187 en
diferentes lineas celulares de CaMa, encontramos que la sobreexpresion de miR-221 es

caracteristicas de las lineas triple negativo. Estos datos son consistentes con la regulacion
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negativa que ejerce el receptor de estrogenos (ER) sobre miR-221 %6 Por lo anterior, miR-221
podria tener valor clinico al servir como marcador de clasificacion o de seleccion de terapias,
como ya ha sido propuesto para diversos miRNAs 7. En contraste, la expresién de miR-187

no esta asociada con algun grupo de CaMa en patrticular.

Por su parte, el analisis de la expresion de miRNAs en bases de datos de pacientes
con CaMa mostré que 5 de los 33 miRNAs cuya expresion se modifica en nuestro modelo 3D,
tienen potencial clinico como marcadores predictivos para discriminar entre grupos de
pacientes con alto o bajo riesgo de progresion de la enfermedad. Dentro de ellos, miR-187
mostro tener, por €l mismo, un alto valor predictivo. De manera interesante, un estudio reciente
report6 altos niveles de expresion de miR-187 en muestras de suero de un grupo pequefio de
pacientes con CaMa en comparacion con los niveles encontrados en muestras de suero de
donadores sanos '8, Sin embargo, se necesitan estudios mas exhaustivos para explorar el

potencial clinico de este microRNA como un marcador predictivo no invasivo de CaMa.

El cancer es un fenébmeno complejo de dificil estudio, debido a la capacidad que tienen
las células de responder a diferentes estimulos. En este sentido, utilizar modelos que incluyan
diversas variables experimentales nos confiere ventajas para entender de manera mas integral
la biologia de los tumores, sin embargo, estos no dejan de ser modelos que no logran recrear
la intrincada red de sefalizacion que opera en las células tumorales in vivo. Este estudio
representa una vision integrativa de los patrones de expresion de miRNAs en un modelo de
esferoides multicelulares derivados de una linea tumoral mamaria que genera ciertas
caracteristicas reportadas en tumores in vivo como son la heterogeneidad celular y los
gradientes de nutrientes/oxigeno. ¢ Por qué? y ¢ para qué? se expresan especificamente estos

MiRNAs son respuestas casi imposibles de responder, ya que biolégicamente estas moléculas
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estan actuando en conjunto, en momentos especificos y en una constante interaccion con
muchas otras moléculas y mecanismos reguladores que operan en el esferoide, como en un
tumor in vivo. Este trabajo nos da solo un ejemplo de que cambios en la expresion de solo dos
mMiRNAs tiene efectos a nivel biologico, para dar pie a imaginarnos que ocurre cuando un grupo
de 33 miRNAs se modifican y que ademas en la realidad biolégica no estan actuando solos.
Los estudios reduccionistas nos permiten explicar mecanismos, pero los estudios integrativos
son muy importantes porque nos dan una idea de la complejidad a la que no estamos
enfrentando y ademas nos ofrecen alternativas de estudio que en un futuro podrian tener
aplicaciones ventajosas para el avance médico que finalmente repercute en la salud de las

personas afectadas por esta enfermedad.

CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El analisis del miRNAoma de MCTS MCF-7 de dia 20 de cultivo reveld que: 1) Cuando las
células MCF-7 se crecen de manera tridimensional en un modelo que desarrolla
heterogeneidad celular/microambiental muestran un patrén de expresion diferencial de 33
MiRNAs, respecto a las células cultivadas bidimensionalmente; 2) Este grupo de miRNAs
participa en la regulacion de vias de sefializacion implicadas en el crecimiento, proliferacion,
metastasis e invasion de las células tumorales; 3) Un grupo de mRNAs desregulados en el
modelo se coregulan con estos miRNAs, y algunos de ellos estan involucrados en procesos
de proliferacién; 4) las vias de sefalizacion dependientes de p53 y B-Raf son dos de las vias

mas reguladas por el miRNAoma de los MCTS, ambas proteinas se expresan
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preferencialmente en la capa celular externa de los MCTS; 5) Cambios en la expresion de dos
mMiRNAs asociados a B-Raf, miR-221-3p y miR-187-3p, participan en la modulacién de las
capacidades de migracion e invasion, asi como en procesos de proliferacion y resistencia a la
privacion de factores de crecimiento, lo que sugiere que los cambios del miRNAoma
observados en los MCTS pueden estar fuertemente relacionados con el desarrollo del fenotipo
quiescente, que es una caracteristica importante en estadios agresivos del CaMa; 6) Altos
niveles de expresion de miR-221 es caracteristica de lineas celulares con fenotipo triple
negativo y 7) miR-187 junto con otros cuatros micro-RNAs desregulados en nuestro modelo
pueden servir como una herramienta predictiva para discriminar entre grupos de pacientes

con CaMa de alto y bajo riesgo.

CAPITULO VII. PERSPECTIVAS

1. Analisis de la expresion de miR-10a, miR-379, miR-187, miR -127 y miR-48a en suero
de pacientes con CaMa para confirmar el valor de estos miRNAs como biomarcadores
predictivos no invasivos.

2. Estudio y descripcion del mecanismo molecular de regulacion entre B-raf y los miRNAs
miR-221-3p y miR-187-3p.

3. Uso de herramientas bioinformaticas que generen modelos de interacciones biol6gicas
entre MRNAs, Inc-RNAs y miRNAs. Esto generard un panorama mas integral de la

biologia de los esferoides multicelulares mamarios.
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APENDICE |

Tabla. El nodo de interaccion miR-221-3p — mRNA’"s sugerido por miRTarvis, se modela a

partir de evidencia experimental reportada y de informacion del algortimo TargetScan

PREDICCION EVIDENCIA
EXPERIMENTAL
CREBZF Hepatocarcinoma &°
TRPS1

Cancer de mama %
Céancer de mama 33
Cancer de Pancreas "°

Cancer de Prostata 11°
TSC22D3 Posicién 1250-1256 — 3'UTR
(TargetScan)
DDIT4 Hepatocarcinoma 8099
Células Dendriticas 120
KLHL24 Posicion 5091-5097 — 3'UTR
(TargetScan)
THBS1 Adipocitos 12!
Cancer cervicouterino 122
MEGF9 Posicion 736-743 — 3'UTR
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