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RESUMEN

Los meduloblastomas son tumores embrionarios primarios malignos del Sistema Nervioso
Central que surgen en el cerebelo, principalmente en nifios entre 5 a 7 afios. Pese que
actualmente existen diversos tratamientos para disminuir el crecimiento de los
meduloblastomas, el criterio principal para discernir entre la aplicacion de uno u otro es la
presencia de metéstasis en los pacientes, lo cual representa una problemaética ya que no
considera la heterogeneidad de los tumores. Aunado a esto se ha comenzado la
busqueda de moléculas prondstico que permitan mejorar las técnicas de diagnéstico, asi
como la prediccion de respuesta a las terapias y monitoreo de la enfermedad; un ejemplo
de ello son los miIRNAs. Estas son moléculas cortas de RNA no codificantes, de cadena
sencilla, cuya funcion es regular la expresion génica (via canodnica). En los ultimos afios
se ha reportado que pueden jugar papeles importantes en la regulacion de la
tumorigénesis, ya que al ser empaquetados en exosomas (via no canonica) pueden ser
transferidos de una célula tumoral a células sanas, e inducir su transformacién a célula
tumoral. Sin embargo, ain no se sabe el mecanismo por el cual ocurre esta
transformacién. Asi mismo se ha reportado que estos miRNAs liberados en exosomas
pueden ser reconocidos por TLRs presentes en células de la respuesta inmune innata,
fibroblastos, células epiteliales, entre otros, resultando en la activacion de factores de
transcripciéon como NF-kB, el cual participa en la progresion y agresividad del tumor. En
nuestro grupo de investigacion se ha estudiado la expresion de TLRs en biopsias de
pacientes con meduloblastoma, resultando en la deteccién de TLR7 y TLR8. Sin embargo,
aln se desconoce la funcién que estos podrian estar cumpliendo en las células tumorales.
Entre los ligandos que han sido reportados que pueden ser reconocidos por los TLRs
encontramos a let-7g, el cual ha sido reportado en meduloblastoma con una menor
expresion, con respecto a tejidos sanos, sin embargo, en el subtipo histologico mas
agresivo de meduloblastoma se reporta una mayor expresion del let-7g, con respecto al
subtipo menos agresivo, lo cual indica un posible papel pro-tumoral por parte de este
mMIRNA, pese a que se ha reportado generalmente con actividad anti-tumoral. En el
presente trabajo se busca determinar el efecto de let-7g exdgeno en la capacidad de
migracion e invasion de células de meduloblastoma, asi como la produccion de diferentes
citocinas que pueden estar involucradas en la agresividad tumoral. Asi mismo, se busca
demostrar la colocalizacion de let-7g con TLR8, ya que las capacidades que promueven la
agresividad tumoral podrian ser generadas a partir de dicha unién. Entre los resultados
obtenidos se observé que mediante la estimulacion de las células con let-7g exdgeno,
introducido a las células mediante liposomas, se inhibe la capacidad de migracion e
invasion. Aunado a ello se realiz6 la cuantificacion de la produccién de diversas citocinas
posiblemente implicadas en ambos procesos: TNF-a, IL-1B e IL-10; sin embargo, no se
detecto la presencia de ninguna en los sobrenadantes. Finalmente, se logr6 demostrar la
colocalizacion de let-7g y TLR8 en endosomas, los cual nos permite inferir sobre el
posible mecanismo por el cual se esta inhibiendo, en este caso, la agresividad tumoral.



INTRODUCCION

|. Meduloblastoma

Los meduloblastomas (MB) son tumores embrionarios primarios malignos del
Sistema Nervioso Central (SNC) que surgen en el cerebelo, ubicado en la zona
infratentorial [1]. Se ha reportado que en aproximadamente el 30% de los casos
hay diseminacion metastasica sobre las leptomeninges craneales y espinales [2].
Los meduloblastomas son el tipo de tumor en SNC més frecuente en nifios (12-
25%). Pese que el 12% de los nifios con meduloblastoma son menores a 6 meses
de edad, se ha reportado que la media es de 5 a 7 afios con una ligera tendencia
en varones (1.3:1) [1, 3]. En adultos la incidencia de meduloblastoma es del 0.4-
1% [4, 5]. Entre las manifestaciones clinicas, los sintomas mas frecuentes son el
aumento de la presion intracraneal, dolores de cabeza y vémito persistente, asi
como ataxia troncal y nistagmo como consecuencia de la destruccion del vermis

cerebral [6].

Actualmente para tratar a los meduloblastomas se utilizan terapias que combinan
la reseccién quirargica; la radiacion en el eje cerebroespinal, a modo de evitar la
diseminacién al liquido cefalorraquideo; y quimioterapias con medicamentos como
vincristina, cisplatino, lomustina, carboplatino, ciclofosfamida, entre otros [5], con
una tasa de éxito del 70-80% [7]. Sin embargo, frecuentemente, los sobrevivientes
tienen mala calidad de vida asociada con secuelas, a largo plazo, generadas a
partir de los tratamientos, tales como déficits en funciones neurocognitivas y
neuroenddcrinas, problemas auditivos, infertilidad, problemas cardiopulmonares y
de rendimiento fisico [8, 9]. Con el fin de disminuir dichos efectos secundarios a
largo plazo, se realiza la seleccion del tratamiento adecuado para cada paciente
mediante su estratificacion en dos grupos: pacientes de alto riesgo, los cuales
presentan meduloblastoma con metastasis, y pacientes de riesgo medio 0 no
metastasicos. Sin embargo, esta clasificacion no considera la heterogeneidad del
tumor, ya que existen diferentes subtipos de meduloblastoma, tanto a nivel

histolégico como a nivel molecular [9].



Histolégicamente, los meduloblastomas se clasifican en diferentes subtipos. El
subtipo clasico, caracterizado por la presencia de laminas de células pequefas
con una alta relacién ndcleo-citoplasma y leve polimorfismo nuclear; el subtipo
nodular desmoplasico (D/N), el cual presenta ndédulos de células neurociticas
diferenciadas que expresan proteinas neuronales, y regiones internodulares que
se caracterizan por la presencia de células embrionarias indiferenciadas y
cadenas de coladgeno positivas para reticulina. El subtipo de meduloblastoma con
nodularidad extensa (MBEN), presenta regiones nodulares e internodulares, sin
embargo, presentan mayor abundancia de regiones nodulares a comparacion del
subtipo D/N. El subtipo anaplasico se caracteriza por presentar regiones extensas
con marcado pleomorfismo nuclear y abundantes cuerpos apoptoticos; y de
células largas, cuya histologia se compone de células monomorficas con nucleos
largos y nucléolos prominentes, generalmente es hallado junto a regiones con

histologia anaplasica (Figura 1) [9].
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Figura 1. Variantes histoldgicas de meduloblastoma (MB). a) MB cléasico; b) MB
nodular desmoplasico (D/N); c) MB con nodularidad extensa (MBEN); d) MB
anaplasico; e) MB de células largas. (N)=regiones nodulares; (IN)=regiones

internodulares [ Modificada de 9]



Los ultimos cuatro subtipos pueden ser agrupados en dos pares con morfologias
superpuestas: tumores desmoplasicos, en los cuales se incluyen a D/N y MBEN; y
anaplasicos y de células largas (LCA), por lo cual podemos clasificar al MB en 3
grandes grupos histologicos: los anaplasicos representan el tipo de MB mas
agresivo y menos frecuente, mientras que los tumores clasicos presentan un nivel
de agresividad medio con una incidencia del 80%; y los tumores desmoplasicos
son los menos agresivos y presentan una incidencia del 15% [9, 10]. Sin embargo,
esta clasificacion no refleja la variedad intertumoral dentro de los mismos tipos
histologicos del meduloblastoma, por lo que otra clasificacion, generalmente
utilizada en los diagnosticos, es la que clasifica a los MB por sus variaciones a
nivel molecular, principalmente a nivel genético, transcripcional y clinico. Esta
clasificacion consiste en cuatro subtipos moleculares: Subtipo Wingless (WNT), en
el cual la via de sefalizacion candénica de WNT es regulado a la alta, y se
caracteriza por ser el subtipo de mejor prondstico, ya que la tasa de supervivencia,
una vez aplicado el tratamiento, es mayor al 90%, con una tasa de incidencia del
10%. El subtipo Sonic Hedgdehog (SHH), el cual presenta contrastes en la
activacion de la cascada de sefalizacién de la via SHH; el grupo 3, el cual se
presenta el peor prondstico, con una tasa de supervivencia, tras el tratamiento, del
40-60%. Y el grupo 4, que junto con el grupo SHH presentan un prondstico medio
con una tasa de supervivencia, posterior al tratamiento, del 75%, que puede variar
dependiendo de la presencia 0 ausencia de metéstasis, de las anormalidades

moleculares y el subtipo histologico en el cual se clasifiquen [9, 11].

Considerando la necesidad de mejorar los diagnésticos, la prediccion del
comportamiento del tumor y la respuesta de este ante los tratamientos, asi como
la necesidad de incrementar la eficacia terapéutica, disminuir las secuelas a largo
plazo que puedan generarse como consecuencia de los tratamientos, y mejorar la
tasa de sobrevivencia, ha aumentado la demanda en la busqueda de marcadores
prondstico confiables que complementen los analisis histoldgicos utilizados

normalmente en la deteccion de los meduloblastomas. Entre las moléculas



propuestas en la actualidad para fungir como marcadores prondstico, en la

mayoria de los canceres, se encuentran los microRNAs [12].

[I. microRNASs

Los microRNAs o miRNAs son moléculas cortas de RNA (de 18 a 24 nucleétidos)
no codificantes, de cadena sencilla, caracterizados por fungir como reguladores
post-transcripcionales negativos de la expresion génica (via candnica), por lo que
actuan, mayormente, sobre la region 3° UTR (regién sin traducir) de los mRNA,
promoviendo su desestabilizacion y reprimiendo diferentes regiones de traduccion
[13, 14, 15].

Debido a dicha actividad, los miRNAs juegan papeles importantes en la regulacion
de genes involucrados en diversos procesos celulares como inflamacién,
regulacion del ciclo celular, respuesta celular, diferenciacion, desarrollo

embrionario, apoptosis, proliferacion y migracion celular [16].

La mayoria de los miRNAs tienen un perfil de expresion especifica por tejido, de
modo que las alteraciones detectadas en dichos perfiles se han asociado a
variaciones en las condiciones fisiologicas y patoldgicas, principalmente en
enfermedades como el cancer [16, 17]. Algunos miRNAs se han encontrado
reprimidos con respecto a tejidos sanos, como indicaciéon de la pérdida general de
diferenciacion de células tumorales, jugando papeles como moléculas
antitumorales. Sin embargo, existen diferentes tipos de miRNAs, que han sido
detectados en diversos canceres y reportados con sobreexpresion con respecto a
tejidos sanos, por lo cual se observa que juegan un papel oncogénico [18]. Cabe
mencionar que a pesar de que el perfil de expresion de un miRNA sea especifico
en un tejido o tipo de cancer, no necesariamente tendra la misma actividad como
oncogén o supresor en todos los tejidos, pueden jugar ambos papeles, sin

embargo, dependera del tejido en el que se encuentren [16].



Ademas de la expresion en tejidos, se ha reportado la presencia de miRNAs
circulantes en fluidos corporales, tales como sangre, saliva, orina y efusiones
pleurales de pacientes con cancer [18, 19]. En los ultimos afios se ha propuesto a
los miRNAs circulantes como moléculas pronéstico, ya que, como se menciono
anteriormente, las alteraciones en los perfiles de expresiébn como consecuencia a
variaciones en las condiciones fisiolégicas y patolégicas los hacen buenos
indicadores o predictores de la respuesta a terapias y monitoreo de la enfermedad
[16,18].

Estos mIiRNAs circulantes se encuentran empaquetados en exosomas,
microvesiculas o anclados a proteinas de unién, como Argonauta 2, los cuales le
proveen a los miRNAs proteccion contra RNAsas, y habilitan su transferencia de
una célula a otra durante diversos procesos bioldgicos [16, 20]. Uno de los
mecanismos mas estudiados es el transporte de miRNAs circulantes en
exosomas. Los exosomas se caracterizan por tener la capacidad de fusionarse
con la membrana plasmética, permitiendo la liberacion del contenido del exosoma
en la célula blanco, particularmente bajo condiciones acidas, por lo que, mediante
este mecanismo los miRNAs circulantes pueden estar jugando papel en la
regulacion de la tumorigénesis. Sin embargo, aun no se sabe el mecanismo por el
cual podrian estar involucradas en el desarrollo y progresion del cancer [16].
Valadi et. al (2007) fueron los primeros en reportar evidencia de la liberacion de
mMiRNAs mediada por exosomas Yy su transferencia de células donadoras a células
vecinas, siendo células cancerosas y células normales, respectivamente [21]. Un
ejemplo de ello son las células tumorales de glioblastoma, las cuales generan
exosomas liberadores de miR-21 y proteinas angiogénicas que son absorbidos por
células endoteliales microvasculares del cerebro, resultando en la induccion de la
transformacion a células tumorales [22]. Se muestran a continuacion algunos
mMiRNAs reportados que pueden ser liberados por exosomas y su relacion con

diferentes tipos de cancer (Tabla 1).



Tabla 1. miRNAs liberados en exosomas y relacionados con diferentes tipos de

cancer.

Funcion Células secretoras Células blanco miRNA Blancos de miRNA
Cancer de mama en ratones Células endotebales miR-210 SOCS5
o (4T1) (in vivo, in vitro) miR9 7041
Angiogénesis Melanoma Células endotehales MR-105
Cancer de mama élul i :
(MDAMB-231) Células endotehales
Supresion de genes 2 R R-21 PTEN
il Gncaided Cancer de mama (MCF-7) mi
Ascitis maligna de glioblastoma miR-21 PDCD4
Liberacion de miRNAs
supresores de Cancer gastnco metastasico Let-7 RAS, HMGA2
tumores (AX-PT7a)
Mesenquimales de Ia medula Celulas de cancer de
Dommancia osea mama (MDA-MB-231) miR-23b MARCS
Transferencia de Cancer de mama resistente a Cancer de mama sensible meR-100, miR-222,
resistencia a farmacos farmacos (MCF-7) a farmacos (MCF-7) miR-30a miR-222: PTEN
Supresion de la
respuesta inmune HEK-293 Macréfagos murinos miR-21, miR-2%9a Unidn directa a TLRs
Promocion de la Células de cancer de
capacidad de invasion | Macrofagos M2 activados por mama (SKBR3 y MDA- miR-223 MEF2C
L4 MB-231)
Metastasis Céncer colorectal miR-21 PDCD4
Células madre de cancer renal Células de pulmon miR-200c, miR-92,
. 2 (in vivo) miR-141, miR-29a,
Formacién de nicho Adenocarcm:en::t?: SRETCD Células del estroma de miR-650, miR-151 Cadhenna-17
premetastasico los nodulos linfaticos, ‘ 849,
fibroblastos de pulmén WR-A94, milk-33¢-30
Supresion de tumores | Ceélulas epiteliales de prostata Celulas de cancer de Supresion de KRAS y
(PNT-2) préstata (PC-3M) miR-143 ERK5

Tabla adaptada de [23].

Una vez internalizados, se ha descrito que algunos miRNAs circulantes como miR-

21, miR-29a, entre otros, pueden interactuar con los receptores tipo Toll (TLR) de

las células inmunes para estimular la produccién de citocinas inflamatorias

prometastasicas e inducir procesos inflamatorios protumorales. Esto nos indica

gue los miRNAs circulantes tienen actividad como ligandos de unién, del tipo:

patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS), a los TLRs (via no canonica)

[16, 24].




lll. Receptores tipo Toll (TLRS)

Los TLRs son receptores transmembranales presentes en células de la respuesta
inmune innata, tales como macréfagos, células dendriticas, neutroéfilos, células NK,
entre otras; y en otros tipos celulares como fibroblastos, células endoteliales,
neuronas, etc. Se caracterizan por su capacidad de reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) que se encuentran conservados
entre patdgenos, y que no estadn presentes en mamiferos [25]; y de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs), de células dafiadas o en proceso de
muerte [26]. Estos receptores representan la primera linea de defensa inmune
innata, ya que dicho reconocimiento conduce a la activacion de cascadas de
sefializacion celular que activan respuestas inflamatorias y a la inmunidad

adaptativa.

En mamiferos existen 13 diferentes tipos de TLRs, aunque Unicamente los TLR1-9
se encuentran conservados en raton y humano. Los TLRs 1, 2, 4, 5, 6 y 10 se
expresan en la membrana celular, mientras que los TLRs 3, 7, 8, 9 se expresan en
la membrana endosomal [27]. Cada TLR necesita de diferentes moléculas de
sefalizacion para su activacion, es decir, cada uno reconoce componentes
especificos del patogeno. Los TLRs localizados en la membrana plasméatica
reconocen principalmente componentes de la membrana microbiana, como
lipidos, proteinas, carbohidratos y lipoproteinas, mientras que los TLRs
expresados en la membrana endosomal reconocen PAMPs como &cidos nucleicos
derivados de virus y bacterias, y también DAMPS propios provenientes de dafios

en acidos nucleicos como consecuencia de enfermedades autoinmunes [25, 26].

Una vez ocurrido el reconocimiento de los TLRs con su respectivo ligando, cada
TLR generara mecanismos de defensa especificos en respuesta al estimulo
mediante moléculas adaptadoras como MyD88 (proteina 88 de respuesta primaria
para la diferenciacion mieloide), TRIF (proteina adaptadora contenida en el
dominio TIR con capacidad inductora de IFN-B), TIRAP (proteina adaptadora



contenida en el dominio TIR), o TRAM (molécula adaptadora contenida en el
dominio TIR), las cuales son reclutadas al receptor (Figura 2). Estas moléculas
adaptadoras facilitan el reconocimiento de los ligandos. Al activarse los TLRs, las
moléculas adaptadoras son reclutadas al citoplasma de la célula y dirigen la
activacion de diferentes cascadas de sefializacidon para la produccion de citocinas,
interferones, quimiocinas, proteinas inducibles [27, 28] y la participacion de
factores de transcripcion, como NF-xB, que son activados y translocados al nacleo
para inducir la expresion de genes que codifican para citocinas proinflamatorias,

enzimas y mediadores de la respuesta inmune [29].
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Figura 2. Vias de sefializacion de los TLRs, y sus ligandos [30].

Al interactuar los TLRs con su respectivo ligando se generan mecanismos de
defensa altamente especificos mediante la participacién de moléculas adaptadoras
cuya funcién consiste en activar diferentes cascadas de sefalizacién para la
produccién de citocinas, interferones, quimiocinas, proteinas inducibles y factores

de transcripcién necesarios para la regulacion de la respuesta inmune.



IV. ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo, previamente, se estudio la presencia de TLRs en
biopsias de pacientes con meduloblastoma, resultando en la deteccién de los
receptores endosomales, TLR7 y TLR8 (Figura 3). Pese que aun se desconoce la
funcion que estos podrian estar cumpliendo en las células tumorales, asi como los
ligandos que podrian estarlos activando, se logré observar que, tras su activacion
con ligandos sintéticos especificos para ambos receptores, dicha interaccion
jugaba un papel importante en la capacidad de migracion, proliferacion e invasion

de las células HTB-186, provenientes de meduloblastoma.
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Figura 3. Expresién de TLR7 (A) y TLR8 (B), marcados en color café, en biopsias de

pacientes con meduloblastoma y detectados mediante Inmunohistoquimica.

Aunado a esto, se ha descrito que tanto TLR7 como TLR8 pueden reconocer RNA
monocatenario, tales como los miRNAs. Como resultado del reconocimiento
pueden activar a NF-xB, el cual regula la expresiéon de genes cuyos productos
pueden suprimir muerte celular del tumor, estimular la progresion del ciclo celular,
potenciar la transicion epitelio-mesénquima y promover el surgimiento de nuevos
tumores con un microambiente tumoral que soporta su progresion, invasion a

tejidos aledafios, angiogénesis y metastasis [31]. Un ejemplo de la activacién de



NF-xB por el reconocimiento de miRNAs por TLR8 es el reportado por Fabbri et al.
(2012) en donde demostraron que una vez reconocidos miR-21 y miR-29a
(previamente liberados por células de cancer de pulmon no pequefias (NSCLC),
por TLR8, resultaba en un incremento en la secrecion de IL-6 y TNF-a.. Resultando
en un aumento en el potencial metastasico y en la capacidad de proliferacion de

dichas células [20].

Otros ligandos que pueden ser reconocidos por los TLRs pertenecen a la familia
de miRNAs let-7, la cual es una familia compuesta por 8 isoformas (let-7a, let-7b,
let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g y let-7i). Estas isoformas han sido descritas
principalmente con actividad antitumoral en diferentes tipos de cancer, tales como
cancer de mama, pulmoén, ovario prostata, sarcoma, entre otros, ya que Su
expresion se ha observado disminuida, y en la mayoria de los casos se ha
relacionado con una baja tasa de sobrevivencia. Sin embargo, diferentes
isoformas, en menor proporcién, también se han descrito con actividad protumoral,
en los mismos u otros tipos de cancer como linfoma y leucemia linfoblastica

aguda, reflejandose en un aumento en su expresion [32] (Tabla 2).

En el caso de meduloblastoma, se ha reportado a let-7g con una menor expresion,
con respecto a tejidos sanos, sin embargo, en el subtipo anaplasico se observa
una mayor expresion del gen de let-7g, con respecto al subtipo desmoplasico [33],
lo cual nos permite realizar inferencias sobre el posible papel protumoral que este

mMiRNA esta realizando.



Tabla 2. Expresién de las isoformas de let-7g en tejidos provenientes de diferentes

Isoforma

Ta

]

ic

id

Te

Tf

g

Ti

Expresion disminuida

tipos de céancer.

Mama
Pulman
Melanoma
Pancreas
PPNAD
Pulmén
Linfoma
Owario
ALL
Melanoma
Owario
PPMNAD
Pristata
Retinonlastoma
GIST
Linfama

Mesotelioma

Linfoma de Burkitt
Pulman
PPMNAD
Prostata
HMNSCC
Cwario
Pristata
Owario
Pristata
Mesotelioma
Pulmdn
Owario
Pristata
Sarcoma
Mama
Pulmdn
PPMNAD
Prastata
Cwario
Prastata
HNSCC
Linfoma

Expresion incrementada

Referencia

Sempere ef al. (2007)
Takamizawa et al. (2004)
Muller &Bosserhoff (2008)

Torrisani et al. (2009}

lliopoulos et al. (2009)

Brueckner et al. (2007)

Mie et al. (2008)
u efal. (2007)

Mi ef al. (2007)
Schultz ef al. (2008)
MNam ef al. (2008)
lliopoulos et al. (2009}
Ozen et al. (2008)
Huang ef al. (2007)
Subramanian et al. (2008)
Lawrie ef al. (2008)
Guled ef al. (2009)
Leucci et al. (2008)
Tokumaru ef al. (2008)
lliopoulos et al. (2009}
Ozen et al. (2008)
Childs ef al. (2009)
Shell ef al. (2007)
Ozen et al. (2008)
Dahiya ef al. (2008)
Ozen ef al. (2008)
Guled ef al. (2009)
Takamizawa ef al . (2004)
Dahiya ef al. (2008)
Ozen et al. (2008)
Subramanian et al . (2008)
Yan ef al. (2008)
Johnson et al. (2005)
lliopoulos et al. (2009)
Ozen et al. (2008)
Yang etf al. (2008)
Ozen et al. (2008)
Chang ef al. (2008)
Lawrie ef al. (2008)

PPNAD: enfermedad adrenocortical nodular pigmentada primaria; ALL: leucemia
linfoblastica aguda; GIST: tumores del estroma gastrointestinal; HNSCC: carcinoma

de células escamosas de cabezay cuello [Modificada de 32].



JUSTIFICACION

Pese que existen estudios en los que se conocen las desregulaciones en la
expresion y la actividad de let-7g en diferentes tipos de cancer, ain no se ha
estudiado el papel de este miRNA en un modelo biolégico para meduloblastoma.
Por lo que este estudio, ademas de aportar conocimiento de la participacion de let-
79 en la agresividad tumoral de células de meduloblastoma, podria contribuir al
uso de let-7g como posible marcador molecular de la enfermedad, e incluso ser

utilizado como una posible herramienta terapéutica.

VI. HIPOTESIS

Let-7g altera la capacidad de migracion, invasion y produccién de citocinas en
células HTB-186, provenientes de meduloblastoma humano, posiblemente

mediante la union a TLR8 mediada por exosomas.



VII. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto de let-7g en las caracteristicas de agresividad de
células de meduloblastoma.

VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los niveles de expresién enddgena de let-7g en células HTB-
186.

e Establecer el papel de let-7g exdégeno en la capacidad de migracion e

invasion de células HTB-186.

e Determinar el efecto de let-7g exdgeno sobre la produccién de TNF-a, IL-18
e IL-10 en células HTB-186.

e Demostrar la colocalizaciéon de let-7g con TLR8 en endosomas de células
de meduloblastoma.



IX. DISENO EXPERIMENTAL

Participacion de let-7g en la
agresividad tumoral de células
HTB-186

|

Expresion de let-7g

Migracion Invasion

Cuantificacién
de citocinas

de let-7g y TLR8

Colocalizacién

Evaluacion de
la expresion de
let-7g
enddgeno por
gRT-PCR

Evaluacion de la
capacidad de
migracion, tras la
estimulacion con
let-7g exdgeno,

Evaluacion de la
capacidad
invasiva, tras la
estimulacion
con let-7g

mediante exdgeno, en
ensayos de cajas Transwell
estria.

con matrigel.

Evaluacion de la
produccion de
TNF-0, IL-1B,
ell-10tras la
estimulacion con
let-7g exogeno,
por ELISA tipo
sandwich.

Observacion de
la colocalizacion
de let-7g
exdgeno y TLRS
por microscopia
confocal.




MATERIAL Y METODOS

X. Material bioldgico

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron células DAOY (ATCC HTB-
186™), las cuales provienen de un aislado de meduloblastoma desmoplasico
humano de un vardon de 4 afos. Esta linea celular fue cultivada y mantenida en
medio EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) con L-Glutamina (ATCC),
complementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino) (Biowest) inactivado (ver
Anexo) y Antibiético/Antimicético (Penicilina, Streptomicina y Amfotericina B),
(Gibco), a 37 °C y CO, al 5% en incubadoras (Forma Scientific).

Xl. Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA, a partir de células HTB-186, se realiz6 el protocolo de
TRIzol desarrollado por el fabricante. Se afiadi6 1 mL de TRIzol (Life
Technologies) a una caja grande de cultivo de células HTB-186 con confluencia
del 100% (~10,000,000 de células). Se coloco la suspension en un tubo eppendorf
de 1.5 mL y se le afiadieron 200 pL de cloroformo (IBI SCIENTIFIC), y se mezclo
por inversion. Se incubd a temperatura ambiente 2-3 minutos, posteriormente se
centrifugd a 13,000 rpm, en una centrifuga Biofuge (Fresco de Heraeus), por 15
minutos a 4 °C. Se retir0 la fase acuosa y se colocd en un nuevo tubo eppendorf
de 1.5 mL. Se le afiadié 1 mL de isopropanol (Sigma-Aldrich), y se dej6 incubar
toda la noche a -20 °C. Se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se
removid el sobrenadante del tubo y se realizaron lavados al pellet formado con 1
mL de etanol frio (Sigma-Aldrich), al 70%. Se agitd por inversion y se centrifugé a
9,000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se dejo secar pellet por 10 minutos y se
resuspendid en 25 pL de agua inyectable (PiSA). Se procedi6 a realizar la
cuantificacion del RNA en un espectrofotometro SPECTROstar Nano (BMG
LABTECH), y se obtuvieron los valores de las relaciones 260/230 y 260/280. Una

vez cuantificado se realizé una electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen), al 1%



en TAE 1X (Promega) para observar la integridad del RNA extraido; para ello se
cargo 1 ug del templado con 1 uL de buffer de carga 6x (Jena Bioscience), y 1 uL
de Eva Green (Jena Bioscience). Se utiliz6 como marcador de peso molecular 100
bp DNA Ladder (Promega). Al finalizar la electroforesis se observaron los
resultados (no mostrados) en un fotodocumentador FUSION SOLO S (IVILBER).

XIl. Retrotranscripcion: obtencion de cDNA

Para la sintesis de cDNA, a partir del RNA extraido de las células HTB-186 y de
células U373-MG (ATCC HTB-17™), de glioblastoma humano (utilizadas como
control positivo, proporcionado por el Laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Patologia Clinica y Experimental), se utilizé el kit TagMan

microRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) (Tabla 3).

Tabla 3. Reactivos y concentraciones utilizadas para la retrotranscripcién.

Reactivos Volumen empleado por reaccion

Agua DEPC 4.38 pL
Buffer 10X RT 1pL

dNTPs 0.1 pL

Inhibidor 0.12 pL

Reverse Transcriptase (enzima) 0.5 pL
Primer RT 2 uL
RNA (80 ng/uL) 2 uL
Volumen final 10 pL




El nimero de catalogo de los primers utilizados, tanto para la retrotranscripcion
(RT) y la PCR (TM), fueron:

e RNUA48:

RT / TM RNU48 001006 PN 4427975 LOT. P171128-017 GO5

e Let-7g9-5p:

RT / TM hsa-let-7g 002282 PN 4427975 42C08 LOT. P180313-000 G10

Todos eran Tagman microRNA assays (Thermo Fisher Scientific).

El programa utilizado para la retrotranscripcion del RNA de ambas lineas
celulares, HTB-186 y U373-MG, sintetizado en el termociclador, fue el descrito a

continuacion en la Tabla 4:

Tabla 4. Condiciones utilizadas para la retrotranscripcion.

Tiempo Temperatura
30 minutos 16 °C
30 minutos 42 °C

5 minutos 85 °C

1 minuto 22 °C




XIIl. PCR en tiempo real de let-7g

Una vez obtenido el cDNA de ambas lineas celulares se procedid a la
amplificacion de let-7g y RNU48, gen constitutivo utilizado como control de la
técnica, para ello se utilizaron los siguientes reactivos (Tabla 5):

Tabla 5. Reactivos utilizados para la PCR.

Reactivo Volumen empleado por reaccién
Master Mix* 7.5 uL
Sonda TagMan* 0.75 uL
cDNA 2 UL
Agua DEPC** 4.75 pL
Volumen final 15 pL

(*) Applied Biosystems y (**) Thermo Fisher.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés, PCR), en
tiempo real, se realiz6 en el equipo AriaMX Real-Time PCR System (Agilent

Technologies). El programa utilizado fue el descrito en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6. Condiciones utilizadas para la gPCR.

# Ciclos Tiempo Temperatura
1 2 minutos 50 °C
1 10 minutos 95 °C
40 15 segundos 95 °C
1 minuto 60 °C




Los datos obtenidos se analizaron por el método 244CT, Donde AACT indica la
diferencia del promedio del Ct obtenido para el gen de interés, en este caso let-7g,
con respecto al promedio del Ct obtenido para el gen enddgeno. Gracias a esta
férmula se puede calcular el valor de la expresion de los genes en un cDNA o
DNA problema. Los calculos fueron realizados en Excel y graficados en el

programa GraphPad Prism 5.

XIV. Ensayos de migracion

Para la evaluacion de la capacidad de migracion de las células HTB-186, posterior
a la estimulacién con la secuencia madura de let-7g exdégeno (>hsa-let-7g-5p
MIMATO0000414 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU, producido por HGNC), se
realiz6 la siembra de 500,000 células HTB-186, por pozo, en medio EMEM
complementado al 10% con SFB inactivado, en placas de 24 pozos. Fueron
incubadas 24 h a 37 °C y CO, al 5%. El conteo celular fue realizado mediante
pruebas de viabilidad con Azul Tripan (Gibco) en una camara de Neubauer. Una
vez formada la monocapa, se procedid a realizar las “estrias” en los pozos
sembrados con puntas estériles de 200 pL, y se realiz6 un lavado con medio
EMEM sin complementar. Se utilizaron como estimulos independientes a let-7g
exégeno a 100 nM y 200 nM. Con fin de recrear el mecanismo de internalizacion
de los miRNAs a la célula mediante exosomas, se utilizaron en la estimulacion a la
lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen) y DOTAP (Liposomal Transfection Reagent)
(Roche), los cuales son compuestos lipidicos que forman liposomas y pueden
encapsular acidos nucleicos de interés, en este caso let-7g, e introducirlo a la
célula por endocitosis. Ambos fueron utilizados bajo las condiciones
recomendadas por el proveedor. Al no observarse diferencias entre un reactivo
liposomal u otro, al momento de la internalizacion (tal como se observa en los
ensayos de inmunofluorescencia por microscopia confocal), se decidid utilizar
lipofectamina RNAIMAX en la internalizacion de let-7g a las células HTB-186 en

los ensayos de migracion e invasion. Con fin de garantizar que el cierre de estria



fuera consecuencia de la capacidad de migracion celular y no por la capacidad de
proliferacion celular, se utilizd Colchicina (Sigma-Aldrich) a 0.01 yM. La Colchicina
es un compuesto caracterizado por inhibir la proliferacion celular mediante la unién
a tubulina, ya que interfiere en su papel para la correcta formacion vy
funcionamiento de los husos mitéticos en el paso de metafase a anafase en la
division celular. Se dio seguimiento a la capacidad de migracion de las células
HTB-186, es decir, a la evolucién en el cierre de estria, mediante la toma de
fotografias a las 0, 24, 48 y 72 h (a un objetivo 5X) con ayuda de un microscopio
invertido modelo Leica DMil (Leica Microsystems), el cual cuenta una camara
fotografica, y mediante el programa LAS EZ. Para mejorar la visualizacion del
cierre de herida a las 72 h, se realizo la tincion de las células con violeta de
Genciana (DROTASA) (ver Anexo 1). Las imagenes capturadas fueron analizadas
en el programa Image J mediante el calculo de las areas sin cicatrizar. Los
resultados obtenidos fueron convertidos a porcentaje y utilizados para obtener el
porcentaje de cicatrizacion, para cada tratamiento, con respecto a los controles.

Dichos porcentajes fueron graficados con el programa GraphPad Prism 5.

Cabe mencionar que, previo a la tincion, se recolectaron los sobrenadantes
obtenidos tras 72 horas de estimulacion para cada tratamiento, y se almacenaron
a -20 °C. Dichos sobrenadantes fueron utilizados posteriormente para la

cuantificacién de citocinas.

XV. Ensayos de invasion

Para evaluar la capacidad de invasion de las células HTB-186, posterior a la
estimulaciéon con la secuencia madura de let-7g exdgeno (>hsa-let-7g-5p
MIMATO0000414 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU, producido por HGNC), se
coloco una capa de matrigel matrix (Corning) a una dilucién 1:4, con medio EMEM
sin complementar, en el inserto de cajas Transwell de 12 pozos. Se dejé
polimerizar el matrigel 1 h a 37 °C y CO, al 5%. Se realiz6 la siembra de 350,000
células HTB-186, por inserto, en medio EMEM sin complementar sobre el matrigel



polimerizado. El conteo celular fue realizado mediante pruebas de viabilidad con
Azul Tripan en una camara de Neubauer. Se utilizaron como estimulos
independientes a let-7g exdgeno a 100 nM y 200 nM. Para garantizar la insercion
del miRNA a la célula, nuevamente se utilizé lipofectamina RNAIMAX bajo las
condiciones recomendadas por el proveedor. Se coloc6 medio EMEM
complementado al 10% con SFB inactivado en el pozo para fungir como
quimioatrayente de las células presentes en el inserto. Se dejo incubar durante 48
horas a 37 °C y CO, al 5%. Se retir6 la membrana del inserto, la cual contiene a
las células con mayor capacidad invasiva debido a que presenta poros que
permiten la penetracion de las células, y se tifid con violeta de Genciana. Las
membranas fueron montadas en portaobjetos para facilitar la toma de fotografias a
un objetivo 20X. La toma de fotografias se realizé en 4 areas representativas para
cada tratamiento, y por membrana. La cuantificacion de las células presentes en la
membrana se realiz6 con el programa Image J. Los resultados obtenidos se
graficaron como porcentaje de invasion con el programa GraphPad Prism 5. Se
consider6 a las células control, sin estimulo, como el 100% por lo que la

comparacion de los resultados obtenidos para cada tratamiento fue contra dicho

grupo.

XVI. Cuantificacion de citocinas

Para la cuantificacion de citocinas producidas, como consecuencia de la
estimulacion, se utilizaron los sobrenadantes de los ensayos de migracion
recuperados después de 72 h de estimulo. Las citocinas evaluadas fueron: TNF-a.,
IL-1B8 e IL-10. Dicha cuantificacion se realiz6 mediante ensayos de ELISA
(acrénimo de su nombre en inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) de tipo
sandwich, con los respectivos kits para cada citocina (BD OptEIA). Cada kit
contiene stocks de anticuerpos de deteccion y captura, enzimas y estandares
especificos para cada citocina. Para ello, se utilizaron microplacas de ELISA en

las cuales se colocaron 100 pL, por pozo, del anticuerpo de captura de la citocina



de interés, a la dilucidon indicada en la tabla 7 (se utiliz6 como disolvente una
solucion amortiguadora de carbonatos de sodio a 0.1 M, con pH: 9.5 (ver anexo), y
se dej6 incubando a 4 °C toda la noche. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X (ver
Anexo) complementado al 0.05% con Tween 20 (BIO-RAD), utilizado como buffer
de lavado, y se realiz6 el bloqueo de los pozos con 200 uL, por pozo, de PBS 1X
complementado al 10% con SFB inactivado (pH:7). Se dejo incubar por una hora a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con el buffer de lavado. Se
realizaron 7 diluciones seriadas, a partir del estandar, por citocina, tomando como
concentracion inicial la indicada en las hojas de seguridad para cada una (Tabla
7), con el fin de obtener la curva estandar, y se colocaron 100 pL de cada dilucion,
por duplicado, en los pozos. Se utiliz6 como blanco PBS 1X complementado al
10% con SFB inactivado, y se colocaron en otros pozos, por duplicado, 100 uL de
los sobrenadantes, obtenidos a las 72 h del ensayo de migracién, de las células
con los tratamientos: control, let-7g 100 nM y let-7g 200 nM. Cada dilucion y
tratamiento fue colocado y analizado en pozos independientes. Se dejo incubar
por 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados con el buffer de lavado.
Se afiadié a cada pozo el anticuerpo de deteccion y la enzima de cada citocina, a
las concentraciones sefialadas en la tabla 7, diluidos en PBS 1X complementado
al 10% con SFB inactivado y se dejo incubando una hora a temperatura ambiente.
Se realizaron 7 lavados con la solucién amortiguadora de lavado, dejando reposar
de 30 segundos a 1 minuto entre cada lavado. Se afiadieron 100 pL de la solucién
de sustrato a cada pozo y se dejé incubar 20 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Se afiadieron 50 pyL de H,SO, 2 N (Gibco), por pozo, con fin de frenar
la reaccién. Se ley6 placa en un espectrofotometro SPECTROstar Nano (BMG
LABTECH) a una absorbancia de 450 nm con el programa MARS Data Analysis

Software.

Los resultados de la cuantificacion de las citocinas evaluadas fueron analizados en
Excel, y extrapolados a los resultados obtenidos en la curva estandar, mediante

gréaficas de dispersion x y.



Tabla 7. Citocinas cuantificadas en los sobrenadantes obtenidos de la estimulacién

con let-7g.
Citocina Anticuerpo | Anticuerpo | Enzima | Concentracién | Concentracion inicial
de captura | de deteccién stock de diluciones
seriadas
TNF-a 1:250 1:250 1:250 38 ng/mL 500 pg
IL-1B 1:250 1:1000 1:250 60 ng/mL 250 pg
IL-10 1:250 1:1000 1:250 105 ng/mL 500 pg

Se muestran las concentraciones utilizadas para cada anticuerpo y enzimas,
incluidos en el kit, asi como la concentracién del stock y la concentracién inicial
utilizada para larealizacién de las curvas estandar.

XVII. Ensayos de colocalizacion con inmunofluorescenciay

microscopia confocal

Para la evaluacion de la colocalizacion del let-7g y el TLR8 en endosomas, se
realizaron cultivos de ~100,000 células HTB-186 por pozo, en cajas Lab-Tek de 4
pozos. Se dejo incubando toda la noche a 37 °C. Se utilizaron como estimulos
independientes a let-7g, a 200 nM y 300 nM, acoplado a FAM. Para garantizar la
insercién de los estimulos a la célula se utilizd lipofectamina RNAIMAX o DOTAP,
bajo las condiciones recomendadas por el proveedor. Se dejaron incubar las
células, con su respectivo tratamiento, a 37 °C y CO, al 5%. Se realizaron 2
lavados a las células con PBS 1X frio. Se utiliz6 paraformaldehido al 2%
(Mallinckrodt) durante 45 minutos a temperatura ambiente para fijar las células. Se
retird el paraformaldehido, se realizaron dos lavados con PBS 1X frio y se

permeabilizaron las células con triton X-100 (BIO-RAD) al 0.1% en PBS durante



30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron nuevamente 2 lavados con PBS
1x frio. El bloqueo fue realizado con PBS 1X con albumina (BSA) (Sigma-Aldrich)
al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente y se realizaron 2 lavados con PBS
1X frio. Se colocé el anticuerpo primario (Tabla 8), en solucion amortiguadora de
dilucion (PBS 1X con albumina al 10% vy triton al 0.1%) y se incubd toda la noche a
4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X frio. Se incubé con el segundo
anticuerpo (Tabla 8), en buffer de dilucion durante 1 hora a temperatura ambiente
y protegido de la luz. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS 1X frio, y
se afadi6é colorante para nucleo, DAPI (Novus Biological), a una dilucion 1:3000,
por 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Se realizaron 3
lavados con PBS 1X frio, se afiadi6 PBS 1X frio a cada pozo y se almaceno la

caja a 4 °C, protegido de la luz, hasta su analisis en el microscopio confocal.

Las muestras fueron observadas maximo 24 horas después en un microscopio
confocal Nikon Eclipse Ti (Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, sede
Centro Médico Nacional Siglo XXI). Las fotos fueron tomadas a un objetivo de
60X.

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en la microscopia confocal.

Anticuerpo Tipo de Sintetizado | Especificidad | Isotipo Marca Dilucion
anticuerpo en
TLR8 Primario Ratén Humano/ IgG1 Enzo 1:200
raton
AF647 Secundario Cabra Ratén IgG Abcam 1:500
Rabl1l Primario Conejo Perro/humano IgG Abcam 1:200
A555 Secundario Cabra Conejo IgG1 | Invitrogen | 1:800

Rab11 fue utilizado como marcador endosomal.




XVIII. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en la evaluacion de los niveles de expresion de let-7g
enddégeno fueron analizados mediante una prueba de T no pareada con una
p<0.05.

En los ensayos de migracion e invasion los resultados obtenidos se analizaron

mediante una ANOVA de una via con pruebas de Dunnett con una p<0.05.

Los resultados obtenidos en las curvas estandar mediante la cuantificacion de
citocinas por ensayos de ELISA fueron evaluados estadisticamente mediante

coeficientes de determinacion.

La colocalizacion de let-7g y TLR8 observada fue analizada mediante

correlaciones de Pearson.

Las pruebas estadisticas fueron realizadas mediante Excel o utilizando el

programa estadistico GraphPad Prism 5.



XIX. RESULTADOS

Los niveles de expresion de let-7g enddégeno se encuentran
disminuidos en células de meduloblastoma con respecto a
células provenientes de glioblastoma.

Con fin de conocer los niveles de expresion endbgena de let-7g en células
provenientes de meduloblastoma, se realizé gPCR para medir la expresion relativa
del gen para let-7g. Para ello se utilizé como control positivo de let-7g a las células
U373-MG (HTB-17), provenientes de glioblastoma (otro tipo de cancer que afecta
el SNC), y a RNU48, como gen constitutivo para la normalizacion. Durante la
amplificacion en tiempo real se puede cuantificar el material amplificado por ciclo,
de modo que el programa nos proporciona un valor de Ct (threshold cycle), el cual
nos indica la interseccion entre la curva de amplificacion y la linea de umbral, la
cual, a su vez, indica el nivel de deteccion o el punto en el cual la reaccion alcanza
una intensidad de fluorescencia encima de los niveles basales. Una vez obtenido
el valor de Ct para ambos genes en ambas lineas celulares, se realiza la
normalizacion de let-7g contra el gen constitutivo para eliminar el ruido generado
por el manejo de la técnica, y con esos resultados se calculan los niveles de

expresion relativa para let-7g.

Una vez calculados y graficados ambos niveles de expresion se logré observar
gue en las células HTB-186 los niveles de expresion de let-7g se encuentran
disminuidos significativamente con respecto a la linea celular de glioblastoma
(Figura 4).
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Figura 4. Expresion relativa de let-7g enddgeno en células de U373-MG y HTB-186.
La cuantificacion se realiz6 por triplicado. Diferencias significativas entre ambos
tipos celulares. Prueba de T no pareada. (*) P<0.05



Let-7g inhibe la capacidad de migracion de células HTB-186

Con fin de observar la participaciéon de let-7g exdégeno en la capacidad de
migracion de células HTB-186, mediante la internalizacion del miRNA con
liposomas, se realizaron ensayos de cierre de estria. Con ellos se evalué la
capacidad de migracion de las células a las regiones libres de la estria formada en
monocapas Yy se cuantificd el porcentaje de cierre o cicatrizacion después de 72 h,

con respecto al tiempo inicial, 0 h.

Para ello, el cierre de estria fue monitoreado a las 0, 24, 48 y 72 h, de la
estimulacién, tal y como se observa en la Figura 5. Se consider6 72 h como
tiempo final del monitoreo ya que se logré observar que en ese tiempo las células
control, es decir, aquellas que no fueron estimuladas con el miRNA, eran las
primeras en lograr un cierre o cicatrizacion de la herida del 100%. El resto de los
tratamientos se frenaron al mismo tiempo para realizar la comparacion entre

tratamientos.

En los resultados obtenidos para las células HTB-186 estimuladas con let-7g
exdégeno, a 100 nM y 200 nM, se observo que, en ambos casos, dicha capacidad
disminuyd significativamente con respecto a las células control (Figura 6). A pesar
de que se logré observar una mayor inhibicién de la capacidad de migracién a

menor concentracion de let-7g, esta diferencia no resultd ser significativa.
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Figura 5. Efecto del let-7g sobre la capacidad de migracién de las células HTB-186.
Imé&genes representativas de 3 experimentos independientes realizados por
duplicado cada uno.
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Figura 6. Cuantificacion de la capacidad de migracion de las células HTB-186
estimuladas con let-7g. Diferencias significativas con respecto al control. ANOVA
de una via. (*) P<0.05



Let-7g inhibe la capacidad de invasion de células HTB-186

La evaluacion de la capacidad invasiva de las células HTB-186, posterior al
estimulo con let-7g a 100 nM y 200 nM, fue medida mediante ensayos de invasion
en cajas Transwell, caracterizadas por contener membranas porosas que permiten
el paso a las células con capacidad invasiva. Para recrear el microambiente
tumoral se colocé sobre las membranas una capa de matrigel, con fin de fungir
como matriz extracelular. Dicho matrigel esta compuesto por laminina, colageno
IV, entactina, proteoglicano de heparan sulfato, factores de crecimiento, entre
otras moléculas. Después de 40 horas de estimulo se realiz6 la toma de 4
fotografias representativas de la membrana obtenida, las cuales contenian a
aquellas células que lograron penetrar la capa de matrigel y atravesar la
membrana de los insertos (Figura 7). Para el analisis se realiz6 el conteo celular
de las 4 fotografias tomadas para cada tratamiento. Entre los resultados se
observd una disminucién significativa, hasta 5 veces menor, en la capacidad de
invasion de las células tratadas con let-7g, tanto a 100 nM como a 200 nM, con
respecto a las células control, es decir, sin estimulo (Figura 8). Nuevamente se
logr6 observar un mayor efecto en las células tratadas con una menor
concentracion de let-7g, sin embargo, dicha variacion no fue estadisticamente

significativa.
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Figura 7. Efecto del let-7g sobre la capacidad de invasién en células HTB-186.
Imagenes representativas de 3 experimentos independientes a 10X y 20X.
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Figura 8. Porcentaje de invasion de células DAOY, después de la estimulacién con
let-7g 100 nM vy let-7g 200 nM. Cada tratamiento se hizo por duplicado en tres
experimentos independientes. Diferencias significativas con respecto al control.
ANOVA de unavia con prueba Dunnett. (*) P<0.05



Let-7g no induce la produccion de TNF-a, IL-18 e IL-10 en células
HTB-186

Considerando que en el microambiente tumoral existe la presencia de citocinas
como TNF-a, IL-1B e IL-10, que estan involucradas en procesos de migracion e
invasion, se realiz6 la cuantificacion de estas en sobrenadantes de células HTB-
186 control y estimuladas previamente con let-7g, mediante ensayos de ELISA
tipo sdndwich; la cual se caracteriza por la alta especificidad y sensibilidad para la

deteccidn de anticuerpos especificos en una muestra problema.

Para ello se utilizaron los kits anteriormente descritos en Material y Métodos, y se
cuantifico la absorbancia de las muestras para cada una de las citocinas. Para
realizar la extrapolacién de los datos obtenidos y conocer la concentracién de
cada citocina en los sobrenadantes, se realizaron curvas estandar, para todas las
citocinas (Figura 9 A-C), a partir de diluciones seriadas de un stock (Tabla 7). De
modo que esta curva estdndar, a partir de la absorbancia obtenida y las
concentraciones calculadas de las diluciones, permite comparar y conocer las
concentraciones de cada citocina presente en nuestra muestra a partir de las
absorbancias leidas en el espectrofotometro. Pese a no haberse detectado la
presencia de TNF-q, IL-18 e IL-10 en ninguno de los sobrenadantes obtenidos,
tanto de controles como de células tratadas con let-7g a 100 nM y 200 nM, se
puede corroborar la eficiencia de la técnica y los kits gracias a los resultados
obtenidos en las curvas estandar. Los datos obtenidos en la curva estandar fueron
graficados como graficas de dispersibn xy, y analizadas estadisticamente
mediante el coeficiente de determinacién (r?), el cual, mientras mas cercano sea
su valor a 1 significa que existe una correlacion certera entre las concentraciones
evaluadas y las absorbancias medidas para la curva estandar. En todos los casos
el valor del coeficiente de determinacion fue muy cercano a 1, lo cual corrobora la

correcta realizacion de la técnica.
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Figura 9 (A-C). Curvas estandar para (A) TNF- a, (B) IL-1B y (C) IL-10 obtenidas a
partir de diluciones seriadas con concentraciones iniciales de 500 pg, 250 pg y 500
pg, respectivamente.



Let-7g colocaliza con TLR8 en células HTB-186

Para observar la colocalizacion de let-7g y TLR8 en el endosoma, mecanismo por
el cual suponemos se estan alterando las capacidades de invasion y migracion, se
utilizaron anticuerpos acoplados a fluorocromos que, mediante los laseres del
microscopio confocal, fueron excitados a diferentes longitudes de onda de acuerdo
a cada fluorocromo seleccionado. En este caso se utilizaron 403.8 nm para DAPI,
487.3 nm para FAM, 638.4 nm para Alexa Fluor 647 y 561.8 nm Alexa Fluor555
(Tabla 8).

Las concentraciones utilizadas para la internalizacion de let-7g (acoplado a FAM)
con lipofectamina RNAIMAX fueron 200 nM y 300 nM, mientras que para la
internalizacion con DOTAP se utilizd a let-7g (acoplado a FAM) a 300 nM. La
internalizacion con ambos reactivos liposomales, de manera independiente, se
realizé con el objetivo de observar si existian diferencias en la internalizacion del
let-7g, asi como para el proceso de colocalizacion con TLR8 y Rab 11, el cual fue

utilizado como marcador endosomal.

Entre los resultados obtenidos, por la internalizacion de let-7g con uno u otro
compuesto liposomal, se logré observar la colocalizacion de TLR8, Rab 11 y let-7g
(Figura 10-12), sin embargo, esta colocalizacién no fue diferencial entre uno u otro
compuesto utilizado. Por otro lado, se logré observar que la internalizacion de let-
79 en el endosoma era mas rapida al utilizar DOTAP, con respecto a la
lipofectamina RNAIMAX, siendo a los 15 minutos y 30 minutos, respectivamente.

En el caso de la lipofectamina RNAIMAX la colocalizacion fue mas notoria a mayor
concentracion, por lo que en la internalizacion con DOTAP Unicamente se utilizo a
let-7g a 300 nM.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa Image J mediante el
coeficiente de Pearson para obtener los valores de correlacion y colocalizacion

entre let-7g y TLR8, por lo que mientras mas cercano a 1 sea el valor obtenido,



mayor correlacion hay entre ambos elementos. Los resultados obtenidos se

muestran en Figuras 10-12.

Figura 10. Colocalizacion del let-7g y TLR8 en endosomas. Las células HTB-186
fueron estimuladas con let-7g 200 nM durante 30 min, posteriormente fijadas y
teflidas: se muestra nucleo tefiido con DAPI en morado (A), let-7g 200 nM acoplado
a FAM en verde (B), TLR 8 en turquesa (C) y Rab 11 en rojo (D). Se muestran todos
los marcadores y su colocalizacion en (E).

Valor del coeficiente de Pearson obtenido entre Rab, 11, let-7gy TLR 8: 0.678



Figura 11. Imagenes representativas de los ensayos de colocalizacion utilizando
lipofectamina RNAIMAX. Las células fueron fijadas después de 30 minutos de la
estimulacion. Se muestra nucleo teilido con DAPI en morado (A), let-7g 300 nM
acoplado a FAM en verde (B), TLR 8 en turquesa (C) y Rab 11 en rojo (D). Se
muestran todos los marcadores y su colocalizacién (E).
Valor del coeficiente de Pearson obtenido entre Rab 11, let-7g y TLR 8: 0.532



Figura 12. Im4genes representativas de los ensayos de colocalizacion utilizando
DOTAP. Las células fueron fijadas después de 15 minutos de la estimulacién. Se
muestra nucleo tefiido con DAPI en morado (A), let-7g 300 nM acoplado a FAM en
verde (B), TLR 8 en rojo (C). Se muestran todos los marcadores y su colocalizacion
en (D). Valor del coeficiente de Pearson obtenido entre let-7g y TLR 8: 0.842



XX. DISCUSION

Los niveles de expresion de los miRNAs son dinAmicamente alterados en el
cancer, con respecto a tejidos sanos, y descritos con actividades que participan en
la inhibicion o progresion tumoral. Interesantemente se ha reportado que, durante
el cancer, los niveles de miRNAs circulantes liberados en vesiculas extracelulares,
denominados exosomas, son mayores que en células sanas. Los miRNAs se
caracterizan por presentar capacidades de regulacion de genes implicados en
diferentes procesos celulares que promueven o suprimen la progresion y
agresividad del céancer, tales como la capacidad de proliferacién, migracion,

invasion, apoptosis, angiogénesis, metastasis, entre otros [23].

Pese que existen estudios en los que se conocen las desregulaciones en la
expresion y la actividad de let-7g en diferentes tipos de cancer, ain no se ha
estudiado el papel de este miRNA en un modelo biolégico para meduloblastoma.
El presente estudio se enfocO en realizar la caracterizacion del papel que let-7g
juega en la agresividad tumoral de células provenientes de meduloblastoma, en un
modelo en el cual se simulaba la comunicacion celular mediada por exosomas con

el miRNA en su interior.

Inicialmente, con fin de observar el estado basal de la expresion de let-7g en
meduloblastoma, se realizaron gPCR a partir de RNA proveniente de células HTB-
186. Se logré observar una menor expresion, con respecto a las células U373,
provenientes de glioblastoma, las cuales también han sido reportadas con una

disminucion en los niveles de expresion para let-7g [34].

Posteriormente se evalud el efecto potencial de let-7g en las capacidades de
migracion e invasion de células HTB-186. En los resultados se puede observar
claramente una inhibicion en ambas capacidades. Dicha disminucion puede ser
resultado de una inhibicion en la transicion epitelio-mesénquima, la cual se
caracteriza por conferir a las células tumorales propiedades similares a las de las

células madre, promoviendo su capacidad de migracion e invasién a tejidos



aledafios y generar resistencia a ciertas intervenciones terapéuticas. En células de
glioblastoma se ha reportado que el subtipo let-7g-5p tiene la capacidad de
disminuir esta transicion, ya que actla sobre la proteina VSIG4, la cual tiene un

papel importante en la promocion de la transicién epitelio-mesénquima [34].

En canceres no relacionados con el SNC, tales como carcinoma hepatocelular, se
ha reportado que la expresion de let-7g se encuentra disminuida en biopsias de
pacientes con metastasis, resultando en una baja tasa de sobrevivencia. En
cultivos celulares, se ha descrito que la sobreexpresion de let-7g resulta en una
disminucién de la motilidad celular y supresion de la capacidad de migracion en
células de hepatocarcinoma celular, teniendo como blanco principal al colageno
tipo | a2, el cual se ha descrito que junto con otros subtipos de colageno

contribuyen a la progresion metastasica [35, 36].

Por otro lado, entre los isotipos de let-7 con actividad supresora de tumores
podemos hallar algunos ejemplos que comparten caracteristicas similares con los
resultados observados a lo largo del proyecto, tales como let-7a, let-7c, entre
otros. En el caso de let-7a, en tejidos de carcinoma papilar de tiroides, se encontrd
gue la expresion se encuentra disminuida con respecto a tejidos sanos, por lo que
al sobreexpresarlo, in vitro, se afectan a las capacidades de proliferacion,
migracion e invasion de las células que lo conforman, resultando en una inhibicion
de las capacidades mencionadas. Esta actividad se debe a la actividad de let-7a
sobre AKT2, el cual es un oncogen involucrado en la progresion tumoral,
principalmente por su actividad en procesos como progresion del ciclo celular,
apopotosis, proliferacion y migracién [37]. En carcinomas nasofaringeos, se ha
descrito a let-7a con una actividad supresora de tumores mediante la inhibicion de
las capacidades de migracion, invasion y transicion epitelio-mesénquima mediante
la regulacion de HMGAZ2, oncoproteina implicada en la progresion de diferentes
tipos de cancer, y aumento en la agresividad tumoral mediante la potenciacion de

metastasis [38].



En carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, la expresion de let-7c
también se ha reportado suprimida, con respecto a tejidos sanos. En cuanto a su
funcion en este tipo de carcinoma, let-7c juega un papel importante en la inhibicion
de la proliferacion, la capacidad de migracién y la transicion epitelio-mesénquima
mediante la regulacion de IGF1R y HMGAZ2, los cuales son factores importantes
involucrados en la progresion del tumor, mediante la potenciacion de su
crecimiento, la capacidad de migracion y la transicion epitelio-mesénquima en este
y otros tipos de cancer [39]. Asi mismo let-7c ha sido descrito como un regulador
de ITGB3 y MAP4K3 en cancer de pulmén de células no pequeiias, resultando en

la inhibicién de la capacidad de migracion e invasion [40].

Estos reportes demuestran que diferentes isoformas de let-7 realizan funciones
supresoras de tumores, sin embargo, no necesariamente son idénticas, ya que
cada una actua sobre diferentes moléculas blanco, por lo que seria interesante
profundizar en los mecanismos y moléculas sobre las cuales let-7g actua en

meduloblastoma.

Por otro lado, con el fin de identificar diversas citocinas que participan en los
procesos de migracion e invasion, se realizo la cuantificacion de la produccion de
TNF-a, IL-1B e IL-10, posterior a la estimulacion con let-7g exégeno, ya que, como
se menciond anteriormente, la union de miRNAs, provenientes de exosomas, con
TLRs puede resultar en la activacion de NF-xB, y con ello un incremento en la
secrecion de diversas citocinas pro y anti-inflamatorias [20, 41]. Asi mismo, se ha
descrito como las inflamaciones cronicas, resultado de fallas en la eliminacion
adecuada de patdégenos o defectos en los mecanismos anti-inflamatorios
favorecen la tumorigénesis y progresion tumoral [41]. Por ejemplo, el incremento
en la secrecion de TNF-a se ha relacionado con la promocion de induccion de
genes codificantes de moléculas anti-apoptoticas, un incremento en la produccién
de o6xido nitrico (NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS), promocion de
angiogénesis y metastasis, supresion de la actividad citotoxica de macréfagos,
entre otros [40; 42]. Para IL-1B se ha reportado que en cancer pueden jugar

papeles de promocion de las capacidades de invasiéon mediante la produccién de



metaloproteasas, tales como metaloproteina 9 (MMP9), induccion de la
angiogénesis mediante el aumento en la produccion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), entre otros [42, 43]. Finalmente, para la IL-10, pese a
ser una citocina anti-inflamatoria, se ha reportado una actividad dual, ya que su
incremento en diferentes tipos de cancer puede inhibir la angiogénesis mediante la
regulacion de VEGF y TNF-a, asi como la activacion de NF-xB y la produccion de
citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-12. También puede favorecer la
expresion de genes anti-apopot6ticos como BCL-2 y BCL-XL, inhibir la respuesta
inmune adaptativa y la activacién de linfocitos T CD8+ y células NK. La actividad

gue realice dependeréa de la interaccion con otras citocinas [41; 42].

Pese a esperarse una presencia alta de las citocinas mencionadas en
sobrenadantes obtenidos en células control y posteriormente, la estimulacion con
let-7g, sobre todo con los resultados obtenidos en los ensayos de migracion e
invasion, no se detecté la presencia de ninguna de las citocinas evaluadas.
Posiblemente se deba a que sean otras citocinas las implicadas en estos
procesos, tales como IL-6, la cual es una citocina inflamatoria pleiotropica
considerada clave en la progresion del ciclo celular y supresion de la apoptosis.
IL-8, ya que se ha reportado que su incremento en cancer es capaz de promover

la angiogénesis e incrementar la proliferacion, migracion e invasion celular [44].

IL-12, la cual es una citocina capaz de inhibir la tumorigénesis e inducir
regresiones en tumores establecidos mediante la promocion de la respuesta
inmune tipo Thl, por otro lado junto con INF-y pueden tener efectos citotdxicos en
los tumores y llevar a cabo procesos anti-angiogénicos. TGF-B, la cual realiza
actividades supresoras de tumores a través de la regulacion de la inflamacion
mediada por células Treg, e inhibe el crecimiento celular en la tumorigénesis. Sin
embargo, al igual que IL-10 juega un papel dual, ya que también participa en la
progresion tumoral, mediante la potenciacion de la transicion epitelio-mesénquima,

invasion y metastasis, ademas de inducir cambios en el microambiente tumoral



para favorecer la angiogénesis e inhibir a las células T CD8+ especificas con fin

de promover el desarrollo tumoral [41].

Finalmente, después de realizar los ensayos de inmunofluorescencia por
microscopia confocal se demostré que la internalizacion del miRNA con cualquiera
de los dos compuestos liposomales es exitosa, y a simple vista no se logran
observar diferencias entre ellos. Los resultados obtenidos en los ensayos de
invasion y migracion reflejan las alteraciones generadas como resultado de la
estimulacién con let-7g, es decir, el papel que juega este miRNA en la supresion
de la agresividad tumoral. Asi mismo se pudo observar que, efectivamente, let-7g
y TLR8 colocalizan en el endosoma de las células HTB-186, lo cual nos indica la
posible via no candnica que realiza let-7g exdgeno para inhibir los procesos de
migracion e invasion; sin embargo, para corroborar dicha hipotesis es necesario

profundizar en el estudio de let-7g como ligando de TLRS.

En el presente trabajo se logré establecer el efecto en la biologia del tumor que
juega let-7g exdgeno, una vez internalizada mediante exosomas en células de
meduloblastoma. La importancia de su estudio radica en aportar conocimientos
sobre las causas que podrian estar dando lugar a la agresividad tumoral,

relacionadas con let-7g, y el papel que juega este miRNA en la respuesta inmune.



XIX. CONCLUSIONES

Los niveles de expresion de let-7g en glioblastoma y meduloblastoma se
encuentran disminuidos, lo cual parece mostrar un papel anti-tumoral importante

en la regulacion de ambos tipos de cancer.

Let-7g exdgeno juega un papel importante en la regulacion de las capacidades de
migracion e invasion de las células de meduloblastoma. Se demostré que,

efectivamente, let-7g presenta una actividad supresora de tumores.

La estimulacion de células de meduloblastoma con let-7g exégeno no induce la
produccion de TNF-qa, IL-18 e IL-10, pese a ser citocinas, tanto proinflamatorias y

antiinflamatorias, importantes involucradas en la agresividad tumoral.

Existe una colocalizacién de let-7g con el receptor endosomal TLR8, en células de
meduloblastoma. Sin embargo, los resultados observados no demuestran que los
efectos observables en la biologia del tumor, como la capacidad de migracion e
invasion, son generados a partir de la union del miRNA evaluado con el TLR8
expresado en la célula tumoral, por lo que esta correlacion Unicamente nos puede

dar un indicio de la posible ruta de accién del let-7g.

El estudio del papel de los miRNAs en la biologia de los tumores enriquece
nuestro entendimiento sobre las funciones que pueden estar jugando para inhibir o
potenciar la tumorigénesis. El conocimiento de los procesos y moléculas
involucradas puedan ser aprovechados para mejorar las técnicas de diagnosis y
terapias. Hoy en dia los miRNAs circulantes comienzan a ser populares como
moléculas prondstico, tanto en deteccion de oncogénesis como para seguimiento
en la evolucion del tumor en respuesta a los tratamientos empleados. Sin
embargo, aun hay mucho que estudiar sobre la sefializacion entre células y los
papeles que los miRNAs juegan en esta.



XXII. PERSPECTIVAS

Abordar las causas de la inhibicion en las capacidades de migracion e
invasion de las células HTB-186 una vez estimuladas con let-7g exdgeno,
analizando la expresion de genes blanco reportados para este miRNA e
implicados en el favorecimiento de ambas actividades, tales como RAS
[45], MYC [46] y HMGAZ2 [47, 48].

Evaluar la capacidad de migraciéon e invasién en una linea celular con alta

expresion de let-7g tras el uso de Lin28A, el cual es un antagonista de let-

79.

Profundizar en la caracterizacion y cuantificacion de citocinas producidas
como resultado del estimulo con let-7g exdgeno, y que podrian estar
favoreciendo o disminuyendo la agresividad tumoral, tales como IL-6, IL-8,
IL-12 y TGF-.

Profundizar en el estudio de la interaccién de let-7g exdgeno y TLRS.
Demostrar si dicha interaccion esta correlacionada con lo observado en el

presente trabajo.

Estudiar el efecto de let-7g exdgeno in vivo en tumores generados en
ratones nu/nu (inmunodeficientes) mediante la inoculacién de células HTB-

186 en cerebelo.
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XIV. ANEXOS

Inactivacion del Suero Fetal Bovino

Una vez descongelado, se coloco el Suero Fetal Bovino a 56°C por 30 minutos en
un bafio maria Maxi Shake de Heto. Posteriormente, se realizaron alicuotas de
45mL cada una para uso personal.

Preparacion de buffer de carbonatos de sodio (ELISA)

En un litro de agua bidestilada, marca MIZU, se diluyeron 7.13g NaHCO3;, marca J.
T. Baker S. A. de C. V., y 1. 59g de Na,CO;, marca Gibco BRL (ver anexo).
Posteriormente, se midié el pH con un potencidmetro marca HANNA Instruments
modelo pH 210, y se llevé a un pH de 9.5 con ayuda de HCI, marca J. T. Baker S.
A. de C.V., y NaOH, marca Hycel.

Preparacion PBS 10X

En un litro de agua bidestilada se diluyeron 80g de NaCl, marca Hycel; 11.6g de
NA2HPO4, marca Merck; 2g de KH2PO4, marca J.T. Baker S.A. de C.V.; y 2g de
KCI, marca J. T. Baker S.A. de C.V. Posteriormente, se midi6 el pH y se llevé a 7
con ayuda de HCl y NaOH. Para realizar la dilucion a 1X se utilizé agua
bidestilada.



Tincién con violeta de Genciana

Se retiré sobrenadante o tratamiento a las células o membrana a tefiir. En caso de
ser una membrana (ensayos de invasion) a tefiir, se coloc6 en un pozo vacio de la
caja Transwell. Se colocaron 400 pL de etanol absoluto, por pozo, marca ICR S.A.
de C.V., y se dejo incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Se retird etanol
y se colocaron 400 pL de cristal violeta marca DROTASA, por pozo, a una dilucion
1:5 con agua bidestilada y se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente. Se
retird cristal violeta y se realizaron 3 lavados con agua de la llave. En el caso de
los ensayos de migracion se afiadieron 400uL de PBS 1X por pozo para la toma
de fotografias. Para los ensayos de invasion se realiz6 el montaje de las
membranas en portaobjetos usando medio de montaje Neo-Mount de Merck
KGaA.
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