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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia que mas afecta a mujeres en el mundo y su origen es
multifactorial. Entre los factores que tienen un papel importante en la carcinogénesis de
mama, estdn los microRNA (miRNAs), definidos como ARNs monocatenarios no
codificantes, cuya longitud es de 19-25 nucledtidos y estan presentes en muchos los tejidos
y fluidos corporales. La funcion principal de los miRNAS es regular la expresion génica a
nivel postranscripcional y, por lo tanto, la sintesis de proteinas., MiR-196a-5p, es un
miRNAs con expresion elevada en células y tejidos de cancer de mama, y se ha
caracterizado como un oncomirs en esta patologia. A partir de estos datos, se planted
inhibir a miR-196a-5p, para evaluar cambios en la proliferacion y migracion de células de

cancer de mama.



indice

RESUIMEN L.ttt ettt ettt ettt e e ettt ettt eeeeeesaa sttt et e et eeeeeeeeesaaaansssbeebbeeeeeees 3
Gl0Sario de abreViaturas. ... .. e ese et 9
1.0 CANCEI it 12
1.2 CANCET 08 MAMA ..ttt 12
1.3 EPIAEMIOIOQIE ettt 14
1.4 Clasificacion MOIECUIAN........cueviuieieeeieiiiieisscts e 16

1.4.1 Céncer de mama luminal A......c.cciiiiiiiiiiiiiiiiiisss e 17

1.4.2 Cancer de mama Luminal B........cccoucociiiiiiiiiiiiciiieciciscc 17

1.4.3 Cancer de Mmama Basal .........c.cccciiiiiiiiiiiiiieisieesss 18

1.4.3 SUBLIPO HERZ ..cuiiiiiiicic e 18
1.5 Etiologia y factores de MeSH0 ...ttt 18
1.6 Tratamient. ..oceseeeceiieiiicisec e 20
1.7 Células madre CanCerigenas. .......uuueeseeeiieieiiiieteeie e 22
1.8 MiCrORNA (MIRNAS) Y CANCEN ...vvuiiiiiiiisieicetitts st 23
1.9 BioQéNesiS A8 MIRNAS ....ucuiiiiiiieceee e 25
1.10 ONCOMIRNAS ...ttt 26
1.11 MiRNAS SUPIeSOres de tUMOIES ... ittt 29
1.12 MIR-1968-5P .ttt 30
2.1 ODJELIVOS .ttt 31

2.1.1 ODJetiVO GENEIAl ..c.ceieiiieceiiiiiciecie e 31

2.1.2 ObjetivoS ESPECITICOS . ...uuueuiiieiisiieiieiciiees et 31
3.1 Planteamiento del Problema.........coueieiiiiiiiiicisicce e 32
4.1 JUSEITICACION .t 32
5.1 MEtOJOIOQIA ..ttt 33

5.1.1 AnAlisis bioiNfOMMALICO ....c.couiieiiitciiiiiisscc e 33

5.2 Transfeccidn del inhibidor de miRNA en la linea celular MDA-MB-231..........c.c.cccocuveeee... 34
5.3 Extraccion de ARN por método de thizol........ceeeueeieiiieiiiiiiieicicc e 35
5.4 Cuantificacion e integridad del ARN eXtraid ......oceeeeeeeeiniieeiiiiisciccccccee 35
5.5 SINteSIS A8 CDNA ....cuiiiiiiiiiieee e 36
5.6 DiSeM0 A8 PrIMENS ...ttt 36
5.7 PCR para los genes HOXAT7 Y HOXC8......cucuiiiuiiiiiiiiiiciisiccscseccce 37

5.8 Ensayo de viabilidad celular por reduccion del compuesto MTT......c.covvecceiiisinnineenee. 38

4



5.9 Ensayo de cristal violeta y CONtE0 CEIUIAT ......ioiiiuiiiiiiiiiiicie ittt ettt s eeecrecereesreesneeaneee 38

5.10 Evaluacién de la migracion celular por el ensayo de cierre de herida ....ooooeeeeiieeiceiiieeinnenenns 38

Con formato: Fuente de parrafo
6. RESUITAAOS ...ttt et e e et et e sttt et et e et e et enae e 39 predeter., Espafiol (México), Revisar
la ortografia y la gramatica

6.1 La inhibicién de miR-196a-5p modifica la viabilidad celular de células MDA-MB-231........... 39 Con formato: Fuente de parrafo
6.2 La inhibicién del miR-196a-5p modifica la migracién celular de células MDA-MB-231.......... 42 predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
6.3 HOXA7 y HOXC8 posibles blancos de MiR-1968-5D........ccerecrirssersessemsessnerssessesssessessesssscnseas 44 ortografia y la gramética
. L, Con formato: Fuente de parrafo
7. DISCUSION ...ttt 45 predeter., Fuente: (Predeterminado)
-, . +Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
8. COoNCIUSION Y PEISPECTIVAS ...ttt ettt te e anae 48 Revisar la ortografia y la gramética
8.0 POISPECIIVAS.....eiueiteiti ettt ettt ettt ettt et et ete et eeseete et et e ete et esesreessese et eensensesereensensereane 48 Con formato: Fuente de parrafo
. predeter., Fuente: (Predeterminado)
0.0 R I BNCIAS ...ttt ittt ittt ettt e ettt s satee e eseeseeesmsseeesseeeanessemteseensesemsssembseeshsessansessnnseesanssssnsesennnesas 49 +Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),

Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

0
\[ Con formato

D D L e D D e 0 e e e e e 1)




Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Espafiol (México),
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Revisar la ortografia y la
gramatica

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

alalalalalal




Indice de Figuras

Figura 1. Incidencia, mortalidad y prevalencia del cancer en 10 afi0S. .....cccovevvviereiveieiieireririnens 15 /[ Con formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 2. Proceso de maduracion de un MiRNA. ..., 26 \[cOn formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 3. Diferentes terapias basadas en inhibir miRNAs u oncomiRNAS. . . Con formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 4. Ensayo de MTT y Cristal VIOIeta. .....ococsesiisissisiiisiisisisssisissisissi s 40 \( Con formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 5. Ensayo de cierre de herida a 1as 6,9,24 N0ras. ..........coceeeiiieieeieiisieeeeets e eeesseeneanee 43 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 6 Conteo celular de ensayo de herida. ........ooooceeeieeeiiieiiiiiisciseie 43 — -
- . . — - Con formato: Fuente: Sin Negrita
Figura 7 Sitios 8 mer del gen HOXA7 y su hibridacién con el MiIRNA ........cccocvevieeeeeeceereeenee 44 con 1 o Foonto Sin Nearit
N - o - -, R on Tormato: Fuente: Sin Negrita
Figura 8 Sitios 7mer y 8mer del gen HOXC8 y su hibridacion con el miRNA .......cccccecvvveveneee. 45 9
- - - - - . Con formato: Fuente: Sin Negrita
Con formato: Fuente: Sin Negrita
Con formato: Fuente: Sin Negrita

U 0 L

Con formato:
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Fuente de parrafo

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica




Indice de tablas

Tabla 1.Distribucién de defunciones por cancer de mama en México

S

Con formato: Fuente: Sin Negrita

Con formato: Fuente: Sin Negrita

Con formato: Fuente: Sin Negrita

o

informacién recolectada de (INEGE,2020).......ccuiueuiiieiiiiiiiiisiiiciciiiiisst e 16 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Jabla2 miRNAs involucrados en el cancer - — -
(Viviana et al., 2006) 24 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Tabla 3. OncomiRNAS involucrados en el CANCEr de MaMA.......c.cccceeeseesereseescesesrescesesiesssseesenes 27 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Tabla 4. miRNAS supresores de tumores en CANCEr 48 MAMA ........co.cueceerreeressisssesesessesessessssnes 30 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Tabla 5 Programa de SINtESIS 08 CDNAL. .. .iuiieiiiitiitiieieseesessteeeesssseesessesseessssessesssasassesssssessessssnes 36 Con formato: Fuente: Sin Negrita
Tabla 6 Primer para 10s genes HOXC8 Y HOXAT ...ueiriereieeiieereiieeieeieeiteeneeeessssenseeesseensenseeneensanes 37 Con formato: Fuente de parrafo
Py predeter., Fuente: (Predeterminado)
Tabla 7 P.roq.ramzfl de ampllflcagon de HO,XA7 y HOXCS.........:..: ................................................. 37 +Cuerpo (Calibri), Sin Negrita,

Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramética

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Sin Negrita,
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Sin Negrita,
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Sin Negrita,
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Revisar la
ortografia y la gramatica

Con formato: Fuente de parrafo
predeter., Fuente: (Predeterminado)
+Cuerpo (Calibri), Sin Negrita,
Revisar la ortografia y la gramatica

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

[Con formato

Con formato

Con formato

Con formato

D D L e D e e L e 1)




Glosario de abreviaturas.

ADN Acido desoxirribonucleico

AGO2 Proteina Argonauta 2

AKT Proteina Quinasa B

ARN Acido Ribonucleico

ATM Ataxia telangiectasia mutado

ATP Adenosin trifosfato

Bcl2/XL Proteinas Anti-apoptoticas

BRCA1 Breast Cancer 1

BRCA2 Breast Cancer 2

CCND1 Ciclina D1

CD24 Antigeno termoestable CD24

CD44 Antigeno CD44

CDK4 Ciclina dependiente de quinasa 4

CDK4/6 Ciclina dependiente de quinasa 4y 6
CDK6 Ciclina dependiente de quinasa 6

CMF Ciclofosfamida, Metotrexato y Fluorouracilo
DGCRS8 Sindrome de diGeorge regidn critica 8
DICER Ribonucleasa de la familia de las ARNasa Il
E2F Factor de transcripcién E2F

E2F1 Factor de transcripciéon E2F1

EpCAM Molécula de adhesion celular epitelial
EphA2 Receptor tirosin quinasa A2

ESR1 Receptor de estrogenos alfa

FOXA1 Forkhead Box Al

GATA3 Factor de transcripcion GATA3

HER2/neu Receptor tirosina-proteina quinasa erbB-2
HOXA7 Proteina homeobox A7



HOXC8 Proteina homeobox C8

Ki-67 Proteina asociada a la proliferacion celular

LAMC1 Laminina subunidad gama 1

MAP3K1 Proteina quinasa activada por mitégeno 1

MAPK Proteina quinasa activada por mitégeno

MDM2 Proteina reguladora de p53

miRNA micro RNA

MMP2 Colagenasa tipo IV de 72kDa

MMP3 Estromelisina-1

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Myt-1 Factor de transcripcién de mielina 1

OMAs Pligonucledtidos modificados anti-miRNAs

PARP Poli ADP ribosa polimerasa

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDCD4 Proteina de muerte celular programada 4

PFN1 Profilina 1

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa

PIK3CA Fosfatidilinositol-4-5-bifosfato-3-quinasa subunidad alfa
PRKCE Proteina quinasa c tipo épsilon

Rafl Protooncogén serina/treonina-proteina quinasa

RISC Complejo silenciador inducido por ARN

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con retro transcriptasa
TNBC Cancer de mama triple negativo

TP53 Proteina supresora de tumores p53

TPM1 Cadena de tropomiosina alfa-1

TRBP Proteina de unién al elemento TAR

WAVE3 Miembro 3 de la familia de proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich
XBP1 Proteina de unién a X-box 1

XPO5 Exportina 5
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ZBTB10 Zinc finger nad BTB domain 10
Zebl Zinc finger E-box binding homeobox 1

Zeb2 Zinc finger E-box binding homeobox 2
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1.1 Cancer

De acuerdo con el instituto nacional de cancer en EUA (2015), el cancer es un conjunto de
enfermedades heterogéneas, entre si, cuya principal caracteristica es la divisién
descontrolada de células. Esta patologia puede originarse en cualquier parte del cuerpo. En
condiciones normales una célula crece, se divide y muere cuando llevo a cabo su funcidn.
Sin embargo, en el cancer, las células proliferan descontroladamente y evaden las sefiales

de muerte.

1.2 Cancer de mama

Anatémicamente la mama femenina consta de tejido graso, tejido linfatico y estructuras
glandulares Ilamadas I8bulos, estos Ultimos estan divididos en secciones mas pequefias
llamadas lobulillos. Un lobulillo es una glandula encargada de elaborar leche materna por

medio de los acinos (Santaballa. 2020).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y hay muchos factores involucrados en
su desarrollo, entre ellos, la edad, predisposicion genética, factores hormonales y
ambientales (Espinosa, 2016).

La clasificacion histologica del cancer de mama se basa en la anatomia de este tejido,
siendo los carcinomas en los conductos lobulares los mas prevalentes, clasificados en
carcinoma infiltrante y carcinoma ductal in situ. En los carcinomas infiltrantes, las células
tumorales invaden el estroma circundante y pueden realizar metastasis; mientras que en el
carcinoma ductal in situ, las células afectadas se localizan en un punto especifico, el
epitelio ductal, y no invaden el estroma circulante y el tejido ganglionar. Este carcinoma
evoluciona a carcinoma infiltrante en un periodo de 6 a 10 afios. Tanto el carcinoma ductal
in situ como el infiltrante se clasifican, a su vez, en carcinoma ductal o lobulillar (Arroyo
Yustos et al., 2017).

El carcinoma lobulillar proviene de la unién ducto-lobulillar, no se disemina a ganglios
linfaticos y su periodo de evolucion a un carcinoma infiltrante va de 10 a 15 afios (Arroyo
Yustos et al., 2017).
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Debido a que la mayoria de los carcinomas ductales in situ no se extienden a mas de su sitio
localizado, uno de los tratamientos mas utilizados es la tumorectomia, siempre y cuando el
tumor mida menos de 5 mm. Sin embargo, cuando no es tratado a tiempo, el carcinoma
ductal in situ llega a evolucionar a un céncer invasivo, con capacidad de extenderse
localmente dentro de la mama, infiltrarse en los musculos pectorales, asi como en
conductos linfaticos hasta los ganglios de la axila, y eventualmente, invadir vasos

sanguineos y generar metastasis a otros tejidos y 6rganos distantes(Martin et al., 2015).

De acuerdo con la unién internacional contra el cancer (UICC) esta patologia se divide en 5

estadios:

e Estadio 0: Tumor pequefio que esta limitada a los conductos y I6bulos

e Estadio I: Tumores pequefios, sin afectacion metastasica.

e Estadio II: Tumores de mas de 2 cm o con afectacion metastasica axilar moderada.

e Estadio I1l: Tumores muy grandes o con afectacion en piel o masculo pectoral o con
afectacion axilar masiva.

e Estadio IV: Metéstasis en 6rganos distantes.

El prondstico de la enfermedad varia de acuerdo a su estadio. Asi, la sobrevida libre de
recurrencia a 5 afios; es del 95% si se presenta un estadio I, del 80% en un estadio I, del
60% en un estadio 111 y del 25% en un estadio IV (Martin et al., 2015).

De acuerdo con la American cancer Society (CS por sus siglas en inglés) (2018), la
estadificacion histolégica méas empleada para el cdncer de mama es la del sistema TNM del
American Joint Committee on Cancer (AJCC). Este sistema utiliza 7 puntos clave para la

clasificacion del tumor:

La extension del tumor (T)

La propagacidn a los ganglios linfaticos adyacentes (N)
La propagacidn a sitios distantes (M)

Estado del receptor de estrogenos (ER)

Estado del receptor de progesterona (PR)

Estado de HER2

Grado del cancer

N o gk~ wbdRE
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Para la sub-estadificacion de la categoria T (extension del tumor primario), se utilizan
ntmeros del O al 4 después de la letra T, que describen el tamafio del tumor. Entre mayor
sea el nimero de T, mas grande es el tumor (Martinez, 2004). En la categoria “N” se
determina del 0 al 3, la cantidad de ganglios a los que se ha diseminado el cancer. Mientras
que la letra “M” determina el grado de metéstasis del tumor y también esta determinada del
0-1 siendo O sin metastasis demostrable y 1 con metastasis presente (American cancer
Society, 2018).

El estado de los receptores hormonales en conjunto con las demés categorias determina el
estadio del tumor. El estadio 0 si la patologia solo esta limitada a los conductos y l6bulos.
El estadio | a un tumor pequefio no invasivo y que no estad diseminado a los ganglios
linfaticos. El estadio Il a un tumor que mide 200 mm o menos y se ha diseminado de 1 a 3
ganglios linfaticos de la axila. Estadio Ill a un cancer que mide més de 50 mm y esta
diseminado a un nimero de 4 a 9 ganglios linfaticos axilares. El estadio IV corresponde a
un cancer metastasico el cual puede ser de cualquier tamafio y ya se ha diseminado a

diferentes 6rganos. (American cancer Society,2018)

1.3 Epidemiologia

Mundialmente cerca de 1.7 millones de casos de cancer de mama son diagnosticados por
aflo, siendo de mayor incidencia en Estados Unidos con 92 casos por cada 100,000
habitantes y en menor proporcién en Africa y Asia con 27 casos por cada 100,000
habitantes. En 2020 se reportaron 0.4 millones de muertes en el mundo y para el afio 2030
se estima que a nivel mundial el diagnostico de cancer de mama se eleve a 3.2 millones de

casos por afio (International Agency for Research on Cancer, 2020).

De acuerdo con estadisticas brindadas por Internacional Agency For Research On Cancer,
en el 2020, el cancer fue la causa de muerte de mas de 4.4 millones de personas a nivel
mundial, de las cuales el 15.5% (684,996) fue a causa del cancer de mama. Se ha
proyectado que para el 2030, los casos de mortalidad aumentaran de 684,996 a 848,108

muertes por esta patologia, como se observa en la figura 1.
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Estimated number of new cases in 2020, worldwide, females, all ages

Breast
2261 419 (24.5%)

Other cancers

4 276 565 (46.3%)

Colorectum
865 630 (9.4%)

Lun:
TI0 628 (8.4%)

Thyroid Cervix uteri
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Total ; 9 227 484

2020

684 996

Estimated number of deaths in 2020, worldwide, females, all ages

Lung

Other cancers GOT 485 (13.7%6)

2 109 490 (47.6%)

Colorectum
418 536 (9.5%)

Cervix uteri
341 831 (7.7%)

Stomach
266 D05 (6%)

Total : 4 429 323

2030

848 108

@
=100 000 ' Demographic changes

Globocan Observatory et al., 2022.
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Figura 1. Incidencia, mortalidad y prevalencia del cancer en 10 afios. Imagen tomada de

En México, en 2017 se registré que 24 de cada 100 egresos a hospitales fueron a causa de
un carcinoma de mama invasivo, mientras que, en 2018, se registraron 44,164 defunciones
femeninas por tumores malignos, de las cuales, 7,257 muertes fueron a causa de cancer de
mama (INEGI, 2020).
De acuerdo a los datos del INEGI (2020), en México, el 1% de las mujeres que fallecen por
cancer de mama tienen la edad de 15-29 afios, el 13% tienen 30-44 afios y el 38% se
encuentra dentro de los 45-59 afios de edad. Estos datos indican que la tasa de mortalidad
debido a cancer de mama es de 1,719 por cada 100 mil mujeres mexicanas y estas

defunciones estan distribuidas como se muestra en la tabla 1.



Tabla 1.Distribucion de defunciones por cancer de mama en Meéxico
informacién recolectada de (INEGI,2020)

Estados Defunciones

Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Yucatan, | De 9.29 a 13.64 mujeres
Campeche, Colima, Guerrero, Morelos, Hidalgo y

Tabasco

Tlaxcala, Puebla, Meéxico, San Luis Potosi, | De 13.65 a 18 mujeres
Veracruz, Michoacan, Guanajuato, Durango y

Zacatecas

Querétaro, Coahuila, Sinaloa, Sonora, Jalisco, | De 18.01 a 22.35 mujeres
Nuevo Leon, Aguascalientes, Tamaulipas y Nayarit

Chihuahua, Ciudad de México, Baja california y | De 22.36 a 26.71 mujeres

Baja California Sur

1.4 Clasificaciéon molecular

Dado que la clasificacién histologica no refleja la heterogeneidad del cancer de mama, el
estudio inmunofenotipico se ha estandarizado a fin de concertar el pronostico y adecuar el
tratamiento de los diferentes subtipos de cancer de mama, de acuerdo a las caracteristicas
especificas de cada tumor, como los patrones de expresion génica propia, que permiten
agrupar a los tumores segin su “huella génica” (Lillo, 2014). Asi, el analisis
inmunofenotipico clasifica a las lesiones segin su indice mitético (ki67) y la

sobreexpresion de receptores para estrogenos, progesterona o HER2/neu.

Sorlie (2003) divide el cancer de mama en 2 grupos de acuerdo a su patron de expresion
génica. El primer grupo tiene la caracteristica principal de expresar receptores de
estrogenos, entre los cuales se encuentran el carcinoma Luminal A y Luminal B, por lo que
se dice que son positivos receptores de estrdgenos. En el segundo grupo, se encuentran los
tipos de cancer que no expresan receptores de estrdgenos, como los subtipos Basales y los
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subtipos con sobreexpresion de HER2/neu el cual es un receptor de crecimiento epidérmico

gue esta presente en todas las células. (Imigo et al, 2011).

Los tumores luminales, expresan citoqueratinas luminales junto a receptores de estrégenos
y sus respectivos genes activadores (LIV1 y CCND1), tienen una activacién del gen P53
del 20% y se dividen en varios subtipos, siendo los méas importantes Luminal A y Luminal
B (Imigo et al., 2011) .

1.4.1 Cancer de mama luminal A

El 67% de los tumores de mama son de subtipo luminal A, siendo este subtipo el mas
frecuente (Imigo et al., 2011). El subtipo luminal A, expresa receptores de estrogenos y
tiene una alta expresion de receptores de progesterona, es negativo a los receptores HER2 y
presenta una baja expresion de Ki-67 de solo el 14%. La expresion de Ki-67 es importante
ya que es utilizada para diferenciar entre el subtipo luminal A y luminal B (Fragomeni et
al., 2018). Ki-67 es un inmuno marcador de proliferacion celular, utilizado como un
biomarcador en cancer de mama, ya que esta expresado en todas las fases del ciclo celular,
pero no en células senescentes o en la fase GO (Luporsi et al, 2012).

A nivel genémico, el subtipo luminal A se caracteriza por mutaciones en los genes
PIK3CA, MAP3KI, GATA3, FOXA1 (Insercién en 1q y 8q y deleciones en 8p y 16q
respectivamente) asi como también por una alta expresién en los genes ESR1, XBP1
(Fragomeni et al., 2018).

1.4.2 Cancer de mama Luminal B

Este subtipo representa un 20-30% de todos los tipos de cancer invasivos de mama, es
similar al subtipo luminal A, ya que también es positivo a la expresion de receptores de
estrégenos y progesterona, puede ser negativo o positivo a los receptores HER2, y presenta
una expresion elevada de los genes Bcl-2. diferencia del subtipo luminal A, el subtipo

luminal B tiene una expresion de Ki-67 mayor al 14% (Imigo, et al, 2010).

El subtipo luminal B se caracteriza por mutaciones en los genes TP53, PIK3CA, una
expresion aumentada de CCND1, MDM2, y la pérdida de la expresién del gen ATM
(Fragomeni et al., 2018).
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1.4.3 Cancer de mama Basal

También llamado cancer de mama triple negativo, debido a que es negativo a la expresion
de receptores de estrogenos, progesterona y a HER2. Suele ser mas agresivo que los
subtipos luminales A y luminal B. El cancer de mama de subtipo basal se caracteriza por su
alta probabilidad de generar metéstasis (Zaharia & Gomez, 2014).

Este subtipo se divide a su vez en céncer triple negativo basall (BL1), basal2 (BL2),
Inmunomodulatorio (IM), Mesenquimal (M) y luminal con receptor de androgenos (LAR)
(Fragomeni et al., 2018).

1.4.3 Subtipo HER?2

El subtipo HER2 representa aproximadamente el 20% de los carcinomas mamarios. Este
subtipo molecular tiene la caracteristica de que el oncogén HER?2 esté sobre expresado y en
consecuencia, aumenta la sefializacion de la cascada de las MAP cinasas, estimulando la
proliferacion celular. Normalmente las células expresan es su membrana alrededor de
30,000 receptores HER2 cada una, mientras que las células de cancer de mama subtipo
HER2 pueden expresar en su membrana hasta 1,000,000 receptores cada una. (Colomer et
al., 2001).

La via de MAPKS empieza con la fosforilacion de los receptores HER reclutando a la
proteina RAS y activandose al cambiar de GDP a GTP. Una vez que activa la proteina RAS
se une a la proteina RAF y la activa con ayuda de la proteina SRC. Después las proteinas
ERK y EMK son activadas con proteinas de andamiaje a RAF. Por Gltimo la proteina ERK
es llevada al nicleo donde activara la proteina MYC el cual esta involucrado en varias

regulaciones de diferentes genes. (Colomer et al., 2001).

1.5 Etiologia y factores de riesgo

La etiologia del cancer de mama es multifactorial. La obesidad es considerada un factor de
riesgo, dado que una masa corporal elevada, compromete la funcién de los adipocitos
localizados en la glandula mamaria y en los que, los precursores de estrégenos se

transforman en estrégenos. Ademas, se ha observado que en mujeres con premenopausia o
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postmenopausia, la obesidad incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama (Salud,
2016).

Las mujeres con menarquia precoz tienen mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, ya
gue los acinos glandulares (glandulas donde se encuentran las células productoras de leche)
van en aumento en nimero de células en cada ciclo menstrual hasta aproximadamente los
35 afios. Indicando que, al haber mas ciclos menstruales habra mas células de este tipo y

mayor produccion de estrogenos (Bazar et al., 2020).

Otro factor de riesgo muy comun es el tabaquismo. ElI humo de tabaco contiene 470
quimicos, de los cuales, 43 se han clasificado como carcinogénicos, entre ellos, el
benzopireno, aminas aromaticas heterociclicas y la nitrosamina. Estos quimicos inducen
mutaciones en el ADN y generan susceptibilidad al desarrollo de diferentes tipos de cancer,
incluyendo, cancer de mama (Bazar et al., 2020).

Algunas alteraciones genéticas, como mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2, se han
asociado a fenotipos tumorales con alta probabilidad de infiltracidn y de realizar metéstasis
(Arroyo Yustos et al., 2017).

Los genes BRCA1 y BRCA2 son supresores de tumores y se localizan en el cromosoma 17
y 13, respectivamente. EI gen BRCAL es autosémico dominante esto quiere decir que si el
paciente tuvo antecedentes familiares con dicho gen mutado este serd heredado y sera
expresado, aumentando el riesgo de padecer cancer de mama de un 37 a 85%. Ademas las
mutaciones en este gen, no solo estan relacionados con cancer de mama, sino también a
otras neoplasias como cancer de pancreas, ovario, prostata, entre otros (Arroyo Yustos et
al., 2017).

El gen BRCAZ2 es autosdmico dominante y si este gen mutado es heredado, se presentara un
sindrome Ilamado “Sindrome hereditario de cancer de mama y ovario”, el cual aumenta el
riesgo de padecer alguno de estos tipos de cancer; también esta asociado a otros tipos de

carcinoma como de pancreas y melanoma (Arroyo Yustos et al, 2017).
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1.6 Tratamiento.

Como es sabido el tratamiento para el cancer de mama depende mucho del tipo o subtipo de
cancer que se presente, asi como también dependera de la localizacién de la patologia
(Tumores en la mama o en ganglios regionales) o su estadio de avance (Tumores
metastasicos)., Generalmente el tratamiento se basa en una terapia integral, en la que se
pueden combinar cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal y tratamiento

dirigido a dianas especificas (center for disease control and prevention, 2020).

La radioterapia estd indicada después de una cirugia conservadora, la cual consiste en la
extirpacion del tumor cuando no es mayor de 5 mm y hay tejido sano a su alrededor, y
también después de una mastectomia, si se presentd un tumor mayor a 5 cm. Para estos
casos, la radioterapia mas utilizada es de 46-50 Grays (GY) en toda la mama por 4.5-5.5

semanas (De Juan et al., 2018).

La quimioterapia se lleva a cabo en dos modalidades, dependiendo de si ya se realiz6 una
intervencidn quirargica o no, y se divide en quimioterapia adyuvante y neoadyuvante (De
Juan et al., 2018). La quimioterapia adyuvante se utiliza como tratamiento postoperatorio,
en pacientes con subtipo Luminal A+, no son necesarias. Entre las principales

quimioterapias adyuvantes estan los Taxanos y las antraciclinas (Arce et al., 2006).

Las antraciclinas se han convertido en el tratamiento més estudiado contra el cancer de
mama. En una comparacion con la ciclofosfamida, metotrexato, 5FU-(CMF), la
supervivencia fue del 57% comparado con el 54% de la CMF (Ciclofosfamida, Metotrexato
y Fluorouracilo). El otro antineopléasico son los Taxanos que se utilizan junto a las
antraciclinas, se administran cuando el carcinoma no ha invadido los ganglios y tienen un
bajo riesgo de muerte (18-23%) y un 5% de que el paciente no tenga una recidiva. (Arce et
al., 2006)

En cuanto la quimioterapia neoadyuvante se utiliza en una instancia preoperatoria; su
principal funcion es controlar la enfermedad, hacer un tumor inoperable operable, mediante
la reduccion del tamafio del tumor. En un estudio donde se comparaban ambos tipos de

quimioterapia se observé que el uso de quimioterapia neoadyuvante aumenté el porcentaje
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de respuesta (80%), respuesta clinica completa (36%) y respuesta patoldgica completa
(13%).(Velasco Capellas et al., 2012).

En cuanto al uso de hormonoterapia, depende del subtipo molecular que el paciente
presente, ya que no se le puede administrar un farmaco supresor de estrégenos si el cancer

s negativo a esta hormona.

Para el caso de los subtipos luminal A y B como ambos son positivos a receptores de
estrégenos y progesterona, se utilizan farmacos que bloqueen o inhiban dichas vias, como
el tamoxifen, que bloquea los receptores de estrdgenos, o el anastrozol el cual inhibe la
aromatasa, por lo cual interrumpe un paso muy importante en la sintesis de estrogenos
(Tong et al., 2018).

A lo largo de los afios se han desarrollado nuevas terapias a células dianas para combatir
estos dos subtipos de cancer, por ejemplo los inhibidores de ciclinas dependientes de
quinasa 4 y 6 (CDK4/6) (Tong et al., 2018).

En pacientes con HR+/HER?2 -, se presenta un aumento del 29% de la ciclina D1 y un 14%
de CDK4. El uso de CDKA4/6-ciclina D1 es importante ya que los tumores las necesitan
para su proliferacion. Los inhibidores de CDK4/6 acttan al bloquear la fosforilacion de la
proteina del retinoblastoma, en la cual baja la expresidn del gen E2F que esta involucrado
en el control del ciclo celular (Tong et al., 2018).

Para pacientes con el subtipo con una sobrexpresion de HER2, se administra el farmaco
trastuzumab, un anticuerpo monoclonal que se une a una porcién de HER2 para suprimir su
actividad y por consiguiente la detencion del ciclo celular y la reduccién de la angiogénesis
(Baselga, 2010). Otro farmaco utilizado es el Lapatinib, un inhibidor de la tirosina quinasa
(TKIs). Este farmaco se une en el sitio del ATP en el receptor HER2, previniendo la
sefializacion tanto los genes ras/Rafl MAPK como PI3K/Akt los mismos que incrementan

la apoptosis asi como también disminuye la proliferacion celular (Baselga, 2010).

Con respecto al subtipo triple negativo es mas complicado el utilizar alguna
hormonoterapia, al ser negativo a estrégenos, progesterona y a HER2 el Gnico tratamiento
es el uso de quimioterapia. El uso de inhibidores de PARP esta en ensayos clinicos para su

uso en este subtipo de cancer, ya que se ha encontrado que algunos subtipos triples
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negativos comparten la caracteristica de tener mutado el gen BRCAL/2. Algunos farmacos

que estan en fase 111 del ensayo son Olaparib, Talazoparib y Veliparib.(Tong et al., 2018)

1.7 Células madre cancerigenas.

Las células madre (stem cells) son un tipo de células, que en tejidos normales mantienen la
homeostasis y regeneracion tisular, al ser capaces de diferenciarse, auto renovarse y tener
altos niveles de proliferacion. La primera evidencia de la presencia de células madres
cancerigenas (CSCs por sus siglas en inglés) se obtuvo en ratones NOD/SCID, cuyos
tumores contenian una poblacion de células que expresaban de manera especifica los
marcadores de membrana EpCAM y CD44 y baja o nula expresion del marcador CD24
(Eguiara et al., 2012). El marcador EpCAM esta implicado en la sefializacién celular,
migracion y diferenciacion. El marcador CD44 y CD24 esta presente en las células madre
cancerigenas.

Posteriormente, se determin6é que estas células madre cancerigenas tienen las mismas
caracteristicas que una célula madre sana, lo que les brinda la capacidad de generar un
crecimiento constante de células parecidas al tumor original (Najafi et al., 2019):

e Capacidad de autorrenovacion: Las CSCs tienen la capacidad de auto renovarse y
al momento de la division dar lugar a otra CSC esto gracias a las vias Wnt/ B-
catenina, Notch y Sonic Hedgehog (Aldaz, 2017).

e Elevada actividad de reparacion del DNA: La resistencia a la radio y
quimioterapia que aportan las CSC a los tumores se debe a que en estas células la
actividad de la maquinaria de reparacion del DNA es elevada (Aldaz, 2017).

e Alta expresion de proteinas Anti-apoptoticas y baja expresion de proteinas
Pro-apoptoticas: La sobre expresion de los genes BCL-2, y BCL-XL, asi como la
baja expresion de la caspasa 8, son caracteristicas de las CSC (Aldaz, 2017).

Debido a estas caracteristicas, las CSCs provocan recidivas a los tratamientos
convencionales y su presencia se asocian a fenotipos tumorales méas agresivos que generan

metastasis a otros drganos (Eguiara et al., 2012).

De acuerdo con Najafi y colaboradores, (2019) el origen de las CSCs es debido a 3 eventos

1) cambios en la epigenética de la célula; 2) la reprogramacion espontanea de un oncogén
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en una célula somatica; y 3) la activacion del microambiente tumoral por sefiales
extracelulares.

Entre las vias de sefializacion afectadas en las CSCs estan WNT/B-catenina, PTEN, TGF-p,
Hedgehog, Notch y Bmi-1 (Eguiara et al., 2012), por lo que han sido objetivo de estudio
para el desarrollo de nuevas terapias (Ramirez, 2014).

e Terapia dirigida a la via Hedgehog: Estudios in vivo han demostrado que la
genisteina inhibe la tumorogenesis de CSCs mediante la modulacion de la via
Hedgehog-Gli. Ademas, se han desarrollado inhibidores otros sintéticos para esta
via, como SANT1, Cur-61414 o0 AZD8542 (Ramirez, 2014).

e Terapias dirigidas a la via Notch: El principal objetivo es la inhibicion de la
actividad y-secretasa en la via Notch, y actualmente, Pfizer esta desarrollando la
molécula PF-03084014, con potencial de bloqueo de la activacion proteolitica de los
receptores Notch (Ramirez, 2014).

La transformacion maligna es un proceso donde las células adquieren diferentes
alteraciones genéticas y epigenéticas. En este proceso las células adquieren diferentes
alteraciones que favorecen su supervivencia celular y crecimiento. Uno de los genes que
esta presente en esta transformacion es p53 el cual monitoriza el ciclo celular y en células
cancerigenas esta ausente o mutado. Otra molécula que esta presente son los miRNAs
(Tume, Cisneros et al, 2016). El miR-21 es un miRNA oncogénico mas conocido que
regula la expresion de diversos genes diana como son HOXAL, TP53, WNT1 y se ha
reportado que estan elevados en pacientes con cancer de mama, pulmén y gastrico. (Si,
Sun, et al, 2013).

1.8 MicroRNA (miRNAS) y cancer

Los microRNA (miRNAs) son moléculas pequefias de RNA no codificante de 19-20

nucledtidos, los cuales se incorporan a un complejo silenciador (RISC) para regular la
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expresion de genes especificos. Algunos miRNAs involucrados en el cancer se muestran en

la tabla 2.

Tabla2 miRNAs involucrados en el cancer

(Viviana et al., 2006)

Caracteristicas en cancer

Funciones de los

miRNAs

miRNAs

Resistencia a sefiales anti
proliferativas e
independencias a factores
exdgenos de crecimiento

Pro-proliferativos

miR-21, Familia miR-17, miR-221, miR-222

Evasion de apoptosis

Anti-proliferativo

Pro-apoptoticas

Anti-apoptoticas

Let-7, miR-519, miR-146a
Familia miR-34, miR-29, miR-15, miR-16

Familia miR-17-92, miR-21

Potencial limitado de

replicacién

Regulacion de
inmortalizacion o

senescencia

miR-290, miR-24, miR-34a

Induccidn de angiogénesis

Pro-angiogenico

Anti-angiogenico

Familia miR-17-92, miR-378, miR-296, let-7f,
miR-27b, miR-130, miR-126
miR-15, miR-16, miR-20a, miR-20b

Evasién del sistema inmune

Escape a

inmunovigilancia

miR-155, Familia miR-17-92, mir-20a, miR-93,
miR-106b, miR-372, miR-373, miR-520c,
hcmv-miR-UL112

Invasion de tejidos vy

metastasis

Pro-metastasicos

Anti-metastasicos

miR-10b, miR-21, miR-373, miR-520c, miR-
155

Let-7, miR-335, miR-206, miR-126, miR-146a,
miR-101, miR-200

Inestabilidad genémica

Promotor de

Delecion o regulacion a la baja de miRNAs
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gendmica 7

1.9 Biogénesis de miRNAs

La mayoria de los miRNAs se localizan en zonas intronicas e intergenicas en el genoma.
Cuando los miRNAs se encuentran en una zona intrénicas, son transcritos como parte del
MRNA que los aloja por la enzima RNA polimerasa Il (la misma que transcribe el DNA en
mRNA) en su mayoria, sin embargo, también pueden ser transcritos por la RNA polimerasa
I, la cual sintetiza RNA que esté vinculado a la regulacion del ciclo celular. Los miRNAs
se originan a partir de una region de 60-70 nucledtidos de una doble hélice de RNA en
forma de horquilla (MacFarlane & R. Murphy, 2010), la cual se le denomina miRNA
primario bicatenario (pri-miRNA) (L6pez-Camarillo et al., 2014).

Este pri-miRNA es procesado por un complejo microprocesador formado por la enzima
Drosha y la proteina DGCRS. La enzima Drosha es una RNAsa tipo Il que reconoce al pri-
miRNA vy lo clava, generando un precursor de aproximadamente 70-90 nucle6tidos Ilamado
miRNA precursor (pre-miRNA) (Lépez-Camarillo et al., 2014).

El pre-miRNA es exportado al citoplasma por medio de la enzima XPO5; y ahi, la enzima
DICER junto a la proteina TRBP recortan la horquilla del pre-miRNA resultando un RNA
de doble cadena (miRNA duaplex), que posteriormente formara el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC), junto a la proteina TRBP y la endonucleasa
Argonauta 2 (AGO2). La cadena complementaria del miRNA duplex es degradada por
AGO2, mientras que la cadena del miRNA funcional, reconoce y se hibrida parcial o
totalmente, a una secuencia dentro de la region 3’-UTR (region 3’ no traducida) de un
mRNA blanco especifico (Lépez-Camarillo et al., 2014). En la figura 2 se puede observar

el proceso de la maduracion de un microRNA.
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Figura 2. Proceso de maduracion de un miRNA. Imagen tomada de Lin & Gregory, 2015).

La importancia de los miRNA en el cancer es que estos pequefios RNA son capaces de
silenciar o0 aumentar la expresion de oncogenes. Un claro caso es el clister miR-17-92, el
cual incluye 6 miRNAs maduros (miR-17, miR-18a, miR19a, miR19b-1, miR20a, mir-92-
1), que se localizan en el loci 13931.3. La sobreexpresién de este cluster estd asociado a
cancer de pulmon, colon, prostata y pancreas. (Frontela Noda, 2012) En la biogénesis de los
miRNAs, cuando ocurre una mutacién en alguno de las enzimas o proteinas como Drosha,
DICER1 y XPO5 promueve a la formacién de oncomiRNAs y por ende la
carcinogénesis.(Frontela Noda, 2012).

Dependiendo de la funcién que realice el miRNA puede estar categorizado con un

oncomiRNAS o un miRNA supresor de tumores

1.10 OncomiRNAs

Los oncomiRNAs (oncomirs), son miRNAs que promueven el desarrollo de tumores,
mediante la regulacion o inhibicion de genes supresores de tumores, cuya funcidn es
importante procesos como la diferenciacion celular y la apoptosis. Algunos oncomirs

involucrados en el cancer de mama se muestran en la tabla 3. Un miRNA involucrado en el
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cancer de mama es el miR-27a, el cual regula el gen ZBTB10, un represor de proteinas

oncogénicas especificas (SP) (Viviana et al., 2006).

Tabla 3. OncomiRNAs involucrados en el cancer de mama

Tomado de Aguirre, 2017

Oncomirs Objetivos celulares | Funcidn en cancer de mama triple negativo | Linea celular

miR-181 BIM Inhibicién de la anoikis MDA_MB_231
miR-146a BRCA1 Control y proliferacion celular MDA_MB_231
miR-182 PFN1 Induccion de apoptosis MDA_MB_231
miR-146b BRCAl Control de BRCA1 MDA-MB-231

Dado el comportamiento de los miRNAs y sus diferentes funciones en el cancer, se han
analizado como posibles biomarcadores, para indicar el estado de la patologia y su
progresion. Una gran ventaja que tienen los miRNAs es su gran estabilidad y su sencilla
obtencion a partir de biopsias o fluidos corporales como suero o saliva (Frontela Noda,
2012).

Se han identificado 9 miRNAs (miR-210, miR-181a, let-7, miR-221, miR-10b, miR-126,
miR-218, miR-335-5p y miR-143), que estan involucrados en la evolucion del carcinoma
ductal in situ a carcinoma ductal invasivo, asi como en la evolucién del carcinoma
lobulillar in situ a carcinoma lobulillar invasivo. Entre estos miRNAS, hay evidencia de que
el miR-155 promueve proliferacién, angiogénesis y migracién, por lo que su
sobreexpresion en tumores de mama se relaciona a un mal pronéstico de supervivencia (
Aguirre, 2017).
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Otro miRNA que se encuentra sobre expresado en cancer de mama metastasico, es miR-21,
que inhibe a los genes supresores de tumores tropomiosina-1(TPM1) y PDCD4, promueve
el crecimiento tumoral y aumenta la expresion de HER2, MMP2 y MMP3 proteinas
involucradas en el proceso metastasico (Lopez et al., 2014).

En respuesta a la expresion y funcion aberrantes de miRNAs en patologias como el cancer,
se han sintetizado oligonucledtidos modificados, denominados anti-miRNAs (OMAs) asi
como “antagomirs”. La funcion de los antagomirs es la de inhibir miRNAs especificos
enddgenos (Frontela Noda, 2012), mediante complementariedad de bases. Los OMAS por
su parte, bloquean las interacciones entre miRNAs y mRNA por competencia o previniendo
la traduccidn del mRNA, a través de un mecanismo de bloqueo estérico o una hibridacion
con un miRNA (Aguirre, 2017).

En un estudio realizado en células MCF7, se utilizd el anti-miR-21 y el resultado fue la
supresion del crecimiento tumoral. Entre los OMAs modificados estd el 2’-O-metil
oligonucledtidos que esta conjugado a colesterol y acidos nucleicos bloqueadores.

Otro tipo de modificacion a los OMAs son que, un solo OMA puede actuar en maltiples
miRNAs silenciandolos. Por ejemplo, el OMA de diana mdaltiple el cual silencia al miR-21,
miR-155 y miR-17-5p en células MCF-7. Otra manera de inhibir la expresion de un
oncomirs es a través de las esponjas y mascaras de miRNAs (miR-mask). Las esponjas de
miRNAs son transcritos para un miRNA especifico y se forman insertandose entre los sitios
de union de miRNAs en posicién escindida por la enzima Argonauta2. Estas esponjas
tienen como funcion reprimir las dianas de los miRNAs de interés .Las méascaras de
miRNAs es una molécula de cadena simple 2-O-metil-modificada, cuya diana es un
mRNA, el cual se une por hibridacién complementaria en la regién 3’-UTR (Aguirre,
2017). En la imagen 3 se puede observar algunas estrategias de represion de oncomiRNAS

previamente descritas.
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Figura 3. Diferentes terapias basadas en inhibir miRNAs u oncomiRNAs. Imagen tomada de
Aguirre, 2017.

1.11 miRNAs supresores de tumores

Cuando en un tumor la expresion de un miRNA esta disminuida y se ha determinado que
sus objetivos moleculares tienen funciones oncogénicas, se considera que es un miRNA
supresor de tumoral. Este tipo de miRNAs se encargan de evitar el desarrollo de tumores al
inhibir negativamente los oncogenes y / 0 genes que controlan la diferenciacion celular o la
apoptosis entre otros procesos moleculares (B. Zhang et al., 2007). En la tabla 4 estan

algunos miRNAs supresores de tumores.
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Tabla 4. miRNAs supresores de tumores en cancer de mama

Tabla tomada de Zhang et al., 2007.

miRNA supresores | Objetivos celulares Funcién en cancer de | Linea celular
tumorales mama triple negativo
miR-200a Zebl/Zeb2, EphA2 Estimulacion y | MDA-MB-231
diferenciacion en tejido
epitelial mamario
miR-205 E2F1, LAMC1 Reduccién de | MCF-7
proliferacion, ciclo celular
y crecimiento de tumor
miR-31 WAVE3, PRKCE Induccion de apoptosis y | MCF-7

sensibilidad a

quimio/radioterapia

1.12 miR-196a-5p

La familia de miR-196 comprende a miR-196a y miR-196b, estos miRNAs se localizan en
2 loci situados en los genes HOXC (miR196A2) y HOXB (MIR196A1) (Xiong, 2021).

miR-196a-5p se ha encontrado expresado en varios tipos de cancer, incluyendo el cancer

colorrectal y de mama. Este miRNA regula la expresién de estrdgenos en tejidos de cancer

de mama que expresan estas hormonas (Xin et al., 2019); por otro lado se ha visto que es

un regulador del gen UBE2C, que codifica para la proteina ubiquitina E2 C, involucrada en

procesos de degradacion de proteinas anormales en células que entran en apoptosis. Debido

a su elevada expresion y a sus blancos moleculares, miR196a-5p se ha propuesto como un

oncomirs (Cheng, 2018). Un estudio de Papaconstantinou en el 2012 y de Jiang en el 2018

determinaron que el miR-196a tiene un efecto en el crecimiento diferenciaciéon y metastasis

del tumor al regular genes especificos como son BcL2.
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2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la inhibicion de miR-196a-5p sobre la viabilidad y migracién en

células de cancer de mama triple negativo.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto de la inhibicién del miR-196a-5p sobre la viabilidad en células
de céncer de mama triple negativo (MDA-MB-231) por el ensayo de MTT y cristal
violeta.

e Determinar el efecto de la inhibicién de miR-196a-5p sobre la migracion de células
de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231) por el ensayo de “cierre de
herida”.

¢ Analizar bioinformaticamente los principales blancos moleculares de miR-196a-5p

y relacionarlos con procesos alterados en cancer de mama.
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3.1 Planteamiento del problema

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de células
gue han adquirido la capacidad de evadir todos los mecanismos de muerte celular, y de
proliferar en ausencia de factores de crecimiento. Los tratamientos para esta patologia
dependen del tipo molecular de cancer, asi como el estadio o etapa de avance en que se
encuentra el tumor. El cancer de mama es la patologia con mayor mortalidad en mujeres a
nivel global, debido al diagnostico tardio de la enfermedad, la resistencia a los tratamientos
convencionales y a la recurrencia tumoral. EI cancer de mama triple negativo representa el
tipo menos frecuente de cancer de mama, pero el mas agresivo. Se ha observado que en
tejidos de cancer de mama hay expresion aberrante de genes, incluyendo de miRNAs,
pequefios RNA no codificantes que regulan a nivel postranscripcional la expresion de genes
y su traduccion a proteinas. La expresion y actividad aberrante de estas moléculas cancer,
les ha conferido funciones de oncogenes (oncomiRs) o de miRNAS supresores de tumores.
Dichas caracteristicas, convierte a los miRNAs en objetivos atractivos de estudio para
comprender el desarrollo y establecimiento de la patologia y proponer potenciales blancos

terapéuticos.

Por lo tanto, en este trabajo se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ;La
inhibicién del hsa-miR-196a-5p disminuira la proliferacion, migracion y viabilidad de
células de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231)?

4.1 justificacion
El cancer es una enfermedad multifactorial y entre los factores que influyen en su
desarrollo y establecimiento esta la expresién aberrante de microRNA oncogénicos y

supresores de tumores (Aguirre, 2017).

En este contexto interesantemente se ha propuesto al miR-196a-5p como un oncomirs ya
que en cancer de mama subtipo luminal A ya que los estrégenos promueven la viabilidad
celular al incrementar la expresion del miR-196a-5p (Zhu, Thang, 2022). En cancer
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colorrectal la sobreexpresion del miR-196 regula al alza la M-cadherina y fibronectina
(Xin, Wang, 2019).

Por otro lado se ha reportado que miR-196a-5p se encuentra sobre expresado en cancer de
mama triple negativo, el tipo de cancer mas agresivo y letal de los tipos de cancer de mama
esto debido a la elevada recurrencia y a la frecuente resistencia a multiples tratamientos
(Fragomeni et al., 2018).

Dado que miR-196a-5p es un oncomirs que regula los genes homeobox (HOX) y éstos a su
vez, estan involucrados en la migracion, diferenciacion celular y organogénesis, se
estudiara la inhibicion de miR-196a-5p brindando informacion de las actividades bioldgicas
de este miRNA sobre procesos de viabilidad y migracion celular en cancer de mama triple
negativo, ademas de proponer la via de sefializacion involucrada en la regulacién de estos

procesos biolégicos.

Debido a que miR-196a-5p es un miRNA con expresion elevada en cancer de mamay se ha
observado que podria modular procesos como migracion y viabilidad celular, se evaluara si
su inhibicidn, compromete la migracion y proliferacion de células de cancer de mama
subtipo triple negativo en la linea celular MDA-MB-231. Esto podria ayudar a comprender

mecanismos moleculares del miR-196a-5p en el cancer de mama.

5.1 Metodologia

5.1.1 Andlisis bioinformatico

Para realizar la basqueda de los genes objetivo del miRNA se utilizaron las bases de datos
miRDB, (http://www.mirdb.org), TargetScanHuman8.0
(https://www.targetscan.org/vert_80/) y miRBase (https://www.mirbase.org). Cada una de

estas bases de datos reportan los diferentes genes que regula el miR-196a-5p.
5.1.1.1 miRBase
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miRBase es una base de datos de secuencias de miRNAs publicados. Cada resultado da una
prediccion de la horquilla que forma el miRNA junto con su secuencia y localizacién del
miRNA maduro (Kozomara & Birgaoanu, 2019). En miRBase se busco el miR-196a-5p y
se obtuvo la horquilla que forma, asi como también la secuencia madura del miRNA. Se

utilizé la opcion con més evidencia cientifica como el miRNA funcional
5.1.1.2 miRDB

MIRDB es una base de datos de libre acceso que predice los blancos de diferentes
microRNA. Este software brinda una puntuacion predictiva de 50-100 asignada por
miRtarget para todos los objetivos de los miRNAs ingresados (Liu &Wang, 2019). Entre
mayor es la calificacién que se le otorga al blanco, mayor es la confianza y probabilidad

que se tiene en éste (Chen & Wang, 2020).
5.1.1.3 TargetScanHuman 8.0

TargetScanHuman 8.0 es una base de datos que predice los blancos dianas de diferentes
miRNAs. Las predicciones se basan en la presencia de sitios altamente conservados (6mer,
7mer, 8mer) en las regiones 3’-UTR de mRNAs blanco y que hibridan con el miRNA
ingresado (Lewis et al., 2005). Esta plataforma también arroja sitios que son muy poco

conservados como opcion de prediccion.

5.2 Transfeccion del inhibidor de miRNA en la linea celular MDA-
MB-231

Veinticuatro horas previas a la transfeccion, 1.4x10* células MDA-MB-231 fueron
sembradas en placas de 60 mm. Las células fueron transfectadas con [10nM] de un
inhibidor especifico para miR-196a-5p para inhibir su expresion, usando lipofectamina
3000 (ThermoFisher), siguiendo el protocolo de manufactura. La misma linea celular fue
transfectada solo con lipofectamina 3000 sin el inhibidor de miRNA para que ambas lineas

celulares tuvieran las mismas condiciones y poder usarlas como control.
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5.3 Extraccion de ARN por método de trizol

Transcurridas 48 horas de la transfeccion, se extrajo el ARN de las células usando el
reactivo trizol. Brevemente, se lavaron las células 2 veces con PBS 1x pH 7.4, se agregé 1
ml de trizol y se incubaron 3 minutos en hielo. Se agregaron 260 pl de cloroformo absoluto
y se incubaron en hielo por 5 minutos, después se centrifugaron a 12,000 rpm por 15
minutos a 4° C. La fase acuosa fue recuperada en un tubo nuevo y se agregaron 500 pl de
isopropanol absoluto y se incub6 toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, el precipitado se
centrifugo a 12,000 rpm por 10 min a 4° C, el sobrenadante fue eliminado y se lavo el botén
de ARN con 800 pl de etanol al 75%. Los tubos fueron centrifugados a 12,000rpm por 5
min a 4° C, el sobrenadante se decantd y las muestras se secaron por 10 minutos hasta
evaporar el etanol. Finalmente, los ARNs se resuspendieron en 30 pl de agua grado
biologia molecular y se conservaron a -80°C hasta su uso.

La extraccion de RNA total con trizol utiliza un trireagente que contiene tiocianato de
guanidinio el cual es un potente desnaturalizante de proteinas y fenol un disolvente
orgénico y una solucién tampoén (que mantiene la integridad del RNA) rompe células y

desnaturaliza las proteinas (Chomczynski, Sacchi.1986).

El lisado se centrifuga para separar las macromoléculas (proteinas, DNA y RNA) de los
desechos celulares. La separacion se da segun su densidad. EI RNA polar permanecera en
la fase polar superior, el DNA se acumulara en la interfase y las proteinas desnaturalizadas

se disolveran en la fase orgénica inferior (Nicholl, and Cambridge University Press,2015).

5.4 Cuantificacion e integridad del ARN extraido

El ARN obtenido de la extraccion se cuantifico utilizando el equipo Nanodrop
(ThermoFisher), y se evalud su pureza de acuerdo a la relacién 260/280 y 260/230. La

integridad de los ARNs fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 2%.

35



5.5 Sintesis de cDNA

Una vez que se tiene el RNA es necesario sintetizar cONA con él. Se utiliza la enzima
transcriptasa reversa la cual utiliza como molde el RNA y un pequefio fragmento de DNA
gue acttia como primer (oligo-dT). La retro transcriptasa inversa copiara solo los mRNA ya
gue son los Unicos en poseer una cola de poliA y lo hard en sentido 3°-5" (Hernandez,
Vasallo, 2000)

La méster mix que se utiliz6 para realizar la sintesis de cDNA fue el siguiente:

5mg de la muestra de RNA, 0.5ul de oligo dT, 1ul de dNTPs, 0.5 ul del inhibidor de
RNAsa y 4ul del buffer de retro transcripcion. La sintesis de cDNA se realizd por
transcripcion reversa, a partir de 5 ug de ARN previamente obtenido en la extraccion. El

programa de sintesis de cDNA se muestra en la tabla 5.

Tabla 5 Programa de sintesis de cDNA

Paso Temperatura Tiempo
Alineamiento de primer 42°C 10 minutos
Sintesis del cDNA 50°C 60 minutos
desnaturalizacion del cDNA | 70°C 10 Minutos

El cDNA obtenido se us6 en ensayos de PCR para comprobar la presencia de los genes
HOXA7 y HOXC8

5.6 Disefio de Primers

Los primers fueron disefiados en el primer designing de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se disefio primers para los genes

HOXA7 y HOXC8 como se muestra en la tabla 6. Una vez disefiado los primers se verifico
gue las Tm no fueran muy grandes y la concentracion de %G/C estuviera dentro del rango
optimo. Se verifico igual que los primers no formen una horquilla ni que formen dimeros de

primers.
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Tabla 6 Primer para los genes HOXC8 y HOXA7

Homo Sapiens Homeobox C8(HOXC8), mRNA

Primer Tm Producto %G/C
Forward TCCCTGGAACCGGCCTATTA 60.03 229 55%
Reverse GCGCCTCGTAGCCATAGAAT 60.04 229 55%

Homo Sapiens Homeobox A7(HOXA7), mRNA

Primer Tm producto %G/C
Forward CTGAGGCCAATTTCCGCATC 59.62 245 55%
Reverse CGGACCTTCGTCCTTATGCT 59.54 245 55%

5.7 PCR para los genes HOXA7 y HOXCS8

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica para
sintetizar muchas veces un fragmento de DNA utilizando una polimerasa que puede
trabajar a altas temperaturas. Una PCR simula el proceso de sintesis de DNA y para que
esto suceda se necesita: una polimerasa, el DNA del fragmento que se quiere sintetizar,
primers necesarios para que inicie la transcripcién y dinucle6tido todos en las condiciones

adecuadas para que la enzima trabaje. (Asuar,2000)

Para comprobar la presencia de los genes HOXA7 y HOXCS se hizo una PCR punto final.

La master mix que se utilizo fue la siguiente

5ul de PCR Maste Mix de Thermo Fisher, 0.375 ul de el primer forward, 0.375 ul del
primer reverse, 1ul de muestra de DNA y 4.5 ul de agua grado biologia molecular. Los
genes HOXA7 y HOXCS, fueron amplificados siguiendo el programa plasmado en la tabla
7. La PCR que se utilizo fue de punto final y para comprobar los productos de PCR se

utilizé un gel de electroforesis al 2%

Tabla 7 Programa de amplificacién de HOXA7 y HOXCS8

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 950 C 3 min. x1
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Desnaturalizacion 95°C 30 seg. x 40

Alineamiento 60°C 45 seg.
Extension 72°C 30 seg.
Extension Final 72°C 5 min.

5.8% Ensayo de viabilidad celular por reduccion del compuesto MTT

El ensayo de viabilidad por MTT evalla la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa
presente en las mitocondrias celulares. Esta enzima reduce el reactivo MTT a formazan

mediante una reaccion colorimétrica.

Brevemente, 1.4x10* células MDA-MB-231 fueron transfectadas con [10ng] del inhibidor
de miR-196a-5p. La viabilidad de las células fue evaluada 24 y 48 h posteriores a la
transfeccién con el inhibidor. Brevemente 25 ul de reactivo MTT fue adicionado a las
células y se incubaron 2 h a 37°C en ausencia de luz. Posteriormente, el medio fue retirado
y los cristales de formazan fueron disueltos en DMSO al 100%, este producto fue dispuesto
en placas de 96 pozos y las absorbancias fueron leidas en un espectrofotémetro a una
densidad optica de 540 nm. Células sin transfeccion fueron usadas como control negativo

del ensayo. El ensayo se realizé por triplicado en tiempos independientes.

5.98 Ensayo de cristal violeta y conteo celular

Se realiz6 el ensayo de cristal violeta para comprobar también la viabilidad celular
siguiendo el siguiente protocolo; se retird el medio de las células y se agregd 500ul de para
formaldehido por 5 min. Se lav6 con agua inyectable y se agregaron 500ul de cristal violeta

y se incub6 por 30 segundos. Por dltimo se realizaron lavados con agua inyectable.

El conteo celular se realiz6 después de tefiir las células con cristal violeta, tomando 4

campos diferentes.

5.109 Evaluacion de la migracion celular por el ensayo de cierre de
herida
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La migracion de células transfectadas con el inhibidor de miR-196a-5p fue evaluada
mediante el ensayo de cierre de herida de acuerdo al protocolo realizado por Rodriguez et
al., (2005).

El ensayo se realizd a las 24 y 48 h después de la transfeccién con [10ng] del inhibidor de
miR-196a-5p. Una vez que los cultivos alcanzaron el 90-100% de confluencia, se realizé un
barrido o “herida” sobre el monocapa celular. La migracion de las células al centro de la
herida fue monitoreada por 24 horas mediante microfotografias tomadas cada 3 h. Células
sin transfeccién fueron usadas como control negativo del ensayo. El porcentaje de
migracion se obtuvo por la medicién de la herida. El ensayo se realizé por triplicado en

tiempos independientes.

6. Resultados

6.1 La inhibicion de miR-196a-5p modifica la viabilidad celular de

Con formato: Fuente:
(Predeterminado) Times New Roman

células MDA-MB-231

Los valores obtenidos en el ensayo de MTT fue de una viabilidad de del 20% de las células
que fueron transfectadas con el inhibidor del miRNA, no presentaron una diferencia
significativa entre el control y la inhibicién del miRNA a las 24 horas de transfeccion
(p=0.4029), sin embargo, si se presenté una diferencia entre el control y la inhibicién del

miRNA a las 48 horas de la transfeccion (P=0.0068) como se muestra en la figura 4A.

En cuanto al ensayo de cristal violeta, realizado a las 48 horas de transfeccion, se observo
una diferencia estadisticamente significativa entre las células control (sin el inhibidor de
miR-196a-5p) comparadas con las células transfectas con el inhibidor del miRNA como se

observa en la figura 4 B.

Se realizo un conteo celular de las células que fueron tefiidas con cristal violeta y al
graficarlas estas presentaron una diferencia significativa entre las células tratadas con el
inhibidor de miRNA vy las células control (P <.0001) (Figura 5) la cual pudo ser observada

en las microfotografias mostradas en la figura 6
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Figura 4. Ensayo de MTT y Cristal violeta. (A) Ensayo de MTT en células transfectadas con
inhibidor de miR-196a-5p a 24 y 48 horas. Se puede observar que hay una diferencia significativa
entre las células sin transfectar y las células con el inhibidor de miRNA (* P=0.0068. ** P=0.114).
(B) Ensayo de cristal violeta a las 48 horas de transfeccién con el inhibidor de miR-196a-5p. Se
pudo observar una diferencia significativa entre las células sin transfectar el inhibidor (control) de
las células con el inhibidor de miR-196a-5p. (* P= 0.0001). Ambos andlisis se realizaron con
ANOVA post Tukey.
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Figura 5. Evaluacion del ndmero de células después de la inhibicion de miR-196a-5p.
Grafica del conteo celular realizado con cristal violeta. Como se puede observar si hay una
diferencia estadisticamente significante entre las células control y las células tratadas con el
inhibidor. Este analisis se realiz6 por medio de una prueba t de student (*P=0.0012) Este

andlisis de realizo por medio de las microfotografias tomadas en la Figura 6
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Figura 6. Células tefiidas con cristal violeta. (A) Células tefiidas con cristal violeta sin el inhibidor
de miR-195a-5p observadas en el microscopio invertido con objetivo 40X. (B) Células tefiidas con
cristal violeta con el inhibidor de miRNA observadas en el microscopio invertido con objetivo 40X.

6.2 La inhibicion del miR-196a-5p modifica la migracion celular de
células MDA-MB-231

Los resultados del ensayo de migracidn fueron comparados entre el control y el tratamiento
con el inhibidor de miR-196a-5pa las 6, 9 y 24 horas, observando que a las 24 horas las
células control si lograron cerrar la herida realizada, mientras que las células transfectadas
con el inhibidor del miRNA, no lograron cerrarlas por completo como se observa en la

figura 7.
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Figura 5. Ensayo de cierre de herida a las 6,9,24 horas.
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Figura 6 Conteo celular de ensayo de herida. Con los resultados obtenidos del ensayo de
herida se realizo un conteo celular y se observé que hay una diferencia significativa entre
las células contadas del control y las células tratadas con el inhibidor de miRNA.
(P=0.0075) Se realizo un analisis ANOVA

43



6.3 HOXA7 y HOXCS posibles blancos de miR-196a-5p

La bisqueda para miR-196a-5p dio varios posibles genes blanco del miR-196a-5p y se
tomaron los genes con sitios altamente conservados (presencia de sitios 7mer y 8mer). Se
utilizaron los genes HOXA7 y HOXCS8 debido a sus sitios altamente conservados con 2

sitios 7mer y 4 sitios 8mer. Esta base de datos igual nos dio los sitios poco conservados.

En el sitio de TargetScanHuman 8.0 se buscé el miR-196a-5p y sus posibles dianas blanco
y una vez obtenido esos blancos se seleccion6 a HOXA7 y HOXCS8, por sus zonas

altamente conservadas debido a sus 4 sitios 8mer.

Cuando se realizé la consulta de la base de datos en miRDB se busc6 también el miR-196a-
5p y al igual que en TargetScan, se seleccionaron los genes HOXA7 y HOXCS, ya que se
obtuvo una puntuacion de 100. También de esta busqueda se obtuvo la secuencia 3’UTR y
los lugares donde se une el miRNA.

En la figura 7 se pueden observar los sitios 8mer y 7 mer del gen HOXAT y en la figura 8
los sitios 7mer y 8mer del gen HOXC8

redicted consequential pairing of target region (top) .

Position 302-309 of HOXA7 3' 5 UGGCGCGUCCAAAAUACUACCUA ..

UTR i fmer
3 GGGUUGUUGUACUUUGAUGGAU

hsa-miR-136a-5p

Position 339-346 of HOXA7 3' 5 L UCGAGGCACCCCCAAACUACCUA. ..

UTR | UL Ser
3 GEGUUGUUGUICCUULGAUGG AU

hsa-miR-196b-5p

Position 454-461 of HOXA7 3' 5 AAAGUGAAUCUCACUACUACCUA .

UTR

| i fmer

3 GEGUUGUUGUACUUUGAUGGAL

hsa-miR-136a-5p

Position 472-479 of HOXA7 3' 5 ACCUACUCCCCUAAAACUACCUA...

UTR Iy Smer

3 GEGUUGUUGUACUUUGAUGGAL
hsa-miR-136a-5p

Figura 7 Sitios 8 mer del gen HOXA7 y su hibridacion con el miRNA
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redicted consequential pairing of target .
A : . = = Site type

| CACACUCACAACUCUA-ACUACCUG...

5
Position 128-134 of HOXCS 3' UTR
It

7 mer-ms
3" GGGUUGUUGUACUUUGAUGG AU
hsa-miR-156a-5p
5' CAUASMALICUUUAACAU-—ACUACCUA .
Position 864-871 of HOXCE 3' UTR TR
amer
3 GGEGUUGUUGUCCUUUGALGG AL
hsa-miR-196b-5p
Position 1004-1011 of HOXC83' &' __CCAGCGUAUUUUAUCACUACCUA. ..
UTR
L fmer

[2%]

' GEEUUGUUGUCCULUGAUGGAL
hsa-miR-196b-5p

Figura 8 Sitios 7mer y 8mer del gen HOXC8 y su hibridacion con el miRNA

7. Discusion

El objetivo de estudio fue el analizar el efecto de la inhibicion de miR-196a-5p sobre la

viabilidad y migracion en células de cancer de mama triple negativo.

Para abordar este tema se utiliz6 el ensayo de viabilidad celular siguiendo el protocolo de la
casa comercial Sigma-Aldrich como también se utilizé el ensayo de cierre de herida con el

protocolo de Rodriguez et al., (2005).

La discusion se divide en tres principales secciones: el efecto de la inhibiciéon del miR-
196a-5p sobre la viabilidad celular en células MDA-MB-231, el efecto de la inhibicién del
miR-196aa-5p sobre la migracién en células de cancer de mama subtipo triple negativo y
posteriormente el analizar bioinformaticamente los posibles blancos terapéuticos del miR-
196a-5p.

La inhibicién del miR-196a-5p modifica la viabilidad en células MDA-MB-231
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El resultado obtenido de acuerdo a los ensayos de MTT fue que la inhibicion del miR-
196aa-5p afecta a la viabilidad en células de cancer de mama subtipo triple negativo
(MDA-MB-231)

El miR-196a actla como un oncogén teniendo multiples funciones en la carcinogénesis y
progresion del cancer. La inhibicion del miR-196a disminuye la proliferacion e invasion en
cancer de mama (Xiong,2021). En céancer de mama, miR-196a estd regulado
transcripcionalmente por la union de los receptores de estrégenos y la metilacion del DNA
en el locus de HOXC.

De acuerdo a Cheng et al., (2018) en cancer de mama hay sobreexpresion de miR-196a-5p,
y este miRNA regula los receptores de estrogenos en esta patologia. Ademas, en este
estudio se evidenci6 que la inhibicién de miR-196a reduce la proliferacién de las lineas
celulares MCF7 y MDA-MB-231.

Liu y Fan en el 2020 comprobaron que el miR-196a-5p inhibe la proliferacion celular de las
células NT-2 esto al comprobarlo por el ensayo de MTT después de 72 horas de
transfeccion un mimic miRNA. El gen que utilizaron para comprobar esto fue el gen
NR6AL el cual estd presente en la gametogénesis y una expresion aberrante produce

carcinoma embrionario.

Liu y colaboradores demostraron que la inhibicion del miRNA-196a en tejido canceroso de
pulmdn reduce la viabilidad, crecimiento, autorrenovacion al activar el glutation peroxidasa
3(GPX3) (Liu et al, 2019).

Se ha demostrado que E2 promueve la viabilidad celular al incrementar las expresiones de
miR-196a-5p en la linea celular y en ECC-1(Zhu, Thang, 2022). Los miRNAs (miR-196a-
5p y miR-4472) no han sido investigados sistematicamente en cancer de mama subtipo
triple negativo, el primer reporte de estos miRNAs fue en el articulo “Bioninformatic
identification of chemoresistance-associated microRNAs in breast cancer microarray data”
de Ya-Wen Wang.

En un estudio realizado por Takkar y Sharma en el 2021 demostraron que el miR-196a

inhibe la apoptosis esto al medir la actividad de las caspasas 3/7. Observaron que las células
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que sobre expresan el miR-196aa-5p tiene una actividad menor de las caspasas 3/7. Esto lo

comprobaron con un western blot.

En este trabajo se realiz6 la inhibicion del miR-196a-5p con un inhibidor de miRNA vy se
demostr6 que en la linea celular MDA-MB-231, hay disminucion en su viabilidad celular
evaluado en los ensayos de MTT, cristal violeta lo que concuerda con lo encontrado por
Cheng et al., 2018.

El estudio de miRNAs con funciones en cancer representa una oportunidad para proponer
potenciales objetivos terapéuticos para pacientes con tipos de cancer quimio resistentes o
que han sufrido alguna recaida. EI miRNA miR-196a-5p ha demostrado tener un papel
importante en el cancer de mama triple negativo al estar sobre expresado y regular varios
genes como los HOX los cuales juegan un papel en diferentes procesos como metabolismo,

regulacién biolégica proliferacién y uniones intracelulares entre membranas

La inhibicién del miR-196a-5p frena la migracion de células MDA-MB-231

El resultado obtenido por el ensayo de cierre de herida fue que la inhibicién del miR-196a-
5p disminuye la migracion en células de cancer de mama subtipo triple negativo (MDA.-
MB-231)

La sobreexpresion del miR-196a-5p regula al alza la N-cadherina y fibronectina mientras
que regula a la baja la E-cadherina en células colorrectales (Xin, Wang, 2019). Las
cadherinas son glicoproteinas mediadoras de la adhesién célula-célula. La E-cadherina y la
N-cadherina participan en las uniones intercelulares de tipo adherente.

En el estudio realizado por Xin y Wang (2019) demostraron que el miR-196aa-5p
promueve la transicion epitelio mesénquima (EMT) y motilidad al regular la expresion de
IkBa esto lo realizo por medio de un ensayo de luciferasa. Este ensayo demostré que la
expresion del miR-196a-5p regula a la baja 1kBa en el mMRNA como en los niveles de la

proteina.

Genes HOXA7 y HOXC8 como posibles blancos de miR-196a-5p
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Los genes HOX son importantes por poseer el homeodominio en su estructura. Esta unida
al DNA y esta constituida por 61 aminoécidos. miR-196a inhibe la proliferaciéon y
metastasis al regular negativamente a HOXCS8, por lo que después del analisis
bioinformético en las bases de datos miRBase, miRDB y Target Scan Human 8.0 se
tomaron los genes HOXA7 y HOXC8 como blancos del miR-196a-5p, esto por los 3 sitios
8mer que presentan y por su papel en varios procesos como la apoptosis, diferenciacion,

motilidad y angiogénesis.

El miR-196a-5p delimita la expresion de HOXB8 como también puede delimitar los genes
HOXC8, HOXD8 y HOXA7, lo que apunta a un control postranscripcional en el cllster de
genes HOX (Yekta, Shih,2004).

En células de cancer colorrectal (SW480 y SW620) se demostrd que a bajas
concentraciones de miR-196a (20nmol/L) bloqueaban el mMRNA de HOXBS8. A altas
concentraciones (240nmol/L) disminuye los niveles de mMRNA de HOXAY. Esto verifica
gue los genes HOX son dianas del miR-196a pero que son dependientes de las

concentraciones de este. (Schimanski, Frerichs, et al, 2010).

8. Conclusion y perspectivas

En este estudio se demostrd que la inhibicion de la expresion del hsa-miR-196a-5p,
disminuye la viabilidad y migracién celular en la linea MDA-MB-231, tratada con un
inhibidor miRNA en comparacion con células control no transfectadas, evaluadas mediante

los ensayos de MTT, Cristal violeta y ensayo de la herida.

8.1 Perspectivas
En las préximas lineas de investigacion se planea determinar el efecto del inhibidor de

miR-196a-5p sobre la expresion de los genes HOXA7 y HOXCB8 asi como determinar si

son genes blancos al clonar un sitio 8MER en un plasmido psiCHECK 2 Biosensor de
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Promega el cual ha sido utilizado para expresar este inhibidor de miRNA en el gen de la

luciferasa.
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