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RESUMEN

La proteina CREB5 es un factor de transcripcion nuclear implicada en la
regulacion de la expresién de multiples genes que participan en la proliferacion y
diferenciacion celular, el metabolismo de la glucosa, la regulacion del sistema
inmune y la regulacion sinaptica asociada a memoria. Se ha reportado la
expresion de la proteina CREB5 se encuentra aumentada en muestras de tejidos
tumorales, mientras que en tejido normal se encuentra disminuido, por lo que se
comporta como un oncogén al regular genes que inducen un aumento en la
proliferacion celular y la progresion del ciclo celular, asi como en la diferenciacion
asociados a la tumorigénesis. Por ejemplo, en cancer colorectal, la sobreexpresion
de CREBS5 induce migracién, invasion y metastasis [Qui L y col. 2014], mientras
que en céncer de ovario epitelial CREB5 participa en el desarrollo y la progresion
tumoral; ademas de que es un marcador de baja sobrevivencia y pobre pronostico
en las pacientes [He S y col, 2017]. Los microRNAs (miRNAs) son RNA pequefios
no codificantes de 21-25 nucledtidos en longitud que regulan de manera negativa
la expresion de al menos el 30% de los mRNAs que codifican proteinas en el
genoma humano. En céncer, la expresién de los miRNAs se altera por lo que su

sobrexpresién o represion aberrante contribuye a la tumorigenesis.

En el presente trabajo nos enfocamos en el estudio de la posible funcién del miR-
204 en la regulacion negativa de la expresion de CREB5. Para esto, primero
analizamos la relevancia clinica de CREB5 mediante el andlisis de su expresion
en tejidos mamarios tumorales y en muestras de tejido normal. Los resultados del
analisis in silico de los datos reportados en la base de datos pubica del TGCA
(The Cancer Genome Atalas) demuestran que CREB5 se encuentra
sobrexpresado en los tumores de mama en comparacion con el tejido mamario
normal. Esos datos fueron confirmados a través del analisis de la expresion de la
proteina CREB5 mediante Western blot en tejidos mamarios tumorales y normales
de pacientes Mexicanas. De manera interesante, previamente nuestro grupo de
investigacion habia reportado que la expresion del miR-204 se encuentra

reprimida en cancer de mama, por lo que pensamos que pudiera existir una
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correlacion negativa entre la expresion de CREB5 y el miR-204. ElI andlisis
bioinformatico de potenciales genes blanco del miR-204 utilizando la herramienta
TargetScan identifico un sitio de unién potencial para el miR-204 en la region
3'UTR no traducida (UTR) del mMRNA de CREBS, por lo que podria ser un blanco
directo potencial. Posteriormente, restauramos la expresion del miR-204 mediante
la transfeccion in vitro del precursor en lineas celulares de cancer de mama. Los
resultados demuestran una disminucion en los niveles de expresion de CREB5S
comparadas con las lineas celulares control no transfectadas, lo cual refuerza la
idea de que el miR-204 regula de manera negativa la expresion de CREB5 y por

tanto los procesos celulares dependientes de esta factor de transcripcion.

Recientemente, se ha descrito en diversos tipos de cancer un nuevo proceso
celular denominado mimetismo vasculogénico en el cual las células tumorales muy
agresivas producen estructuras en tres dimensiones (3D) parecidas a vasos
capilares o sanguineos que le permiten a las células acceder a nutrientes como la
sangre y el oxigeno favoreciendo de esta manera el crecimiento acelerado del
tumor. Este fendmeno ocurre de manera conjunta con la neoangiogénesis
(formacion de nuevos vasos sanguineos) y es promovido bajo condiciones de
hipoxia, lo que promueva la activacion del factor de transcripcion CREB5 y el
factor dependiente de hipoxia HIFla. Ambas proteinas se unen a regiones
promotoras de genes que participan en la respuesta a hipoxia. De manera
interesante, el sitio de union de CREB5 (elemento CRE) es idéntico en 4 bases al
sitio de union de HIF1a (elemento HRE). Esto indica que CREB5 podria regular
genes con elementos HRE y CRE en su region promotora, por lo que podrian
regular de manera conjunta genes tales como VEGF, COX2, entre otros. Por tanto
la activacion y el aumento de la expresion de CREBS5 podrian ser relevantes en la
regulacion de la formacion del mimetismo vasculogénico. Para poder determinar si
CREBS5 participa en el mimetismo vasculogénico bajo condiciones de hipoxia,
silenciamos la expresion de CREB5 mediante es uso de moléculas pequefias de
RNA no codificante tipo short harpin (sh-CREBS). Interesantemente, la formacion
las estructuras de tubos y nodos caracteristicas del mimetismo vasculogénico se

vieron inhibidas en células transfectadas con el sh-CREB5 en la linea celular
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MDA-MB-231 en comparacion con los controles no transfectados. Nuestros
resultados sugieren que el aumento de la expresion de CREB5 participa en la
proliferacion de células tumorales y el silenciamiento de este factor transcripcional,

disminuye considerablemente la proliferacion, viabilidad celular y el mimetismo

vasculogénico.

XV



I.INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un complejo grupo de enfermedades, en la cual las células tienen un
potencial replicativo ilimitado y tienen blogueada la capacidad de destruirse
autométicamente cuando presentan un dafio considerable al DNA (apoptosis), a
diferencia de las células normales que mueren para que otras células nuevas
tomen su lugar evitando asi propagar mutaciones, lo que a largo plazo generan un
tumor maligno. El cancer puede originarse en cualquier parte del cuerpo y es
causado por diferentes factores, entre los mas comunes estan: la acumulacion de
mutaciones que no pueden ser reparadas en genes que participan en diversos
procesos como por ejemplo, el crecimiento celular y apoptosis 0 en genes que
participan como reguladores genéticos. También los cambios epigenéticos, los
factores hereditarios, la exposicion prolongada y continua a factores ambientales
como la radiacion, infeccién por virus o bacterias e incluso el estilo de vida que
llevamos (Ej. fumar, obesidad, exposicibn excesiva a estrogenos y falta de
ejercicio) entre otros representan factores de riesgo importantes para el desarrollo

de cancer [American Cancer Society, 2018].

1.2 Hallmarks del cancer

A pesar que hay muchos tipos de cancer, hay algunas similitudes que convergen
en todos ellos; estas similitudes son denominadas “hallmarks del cancer”. A
medida que las células cancerosas se dividen, van acumulando una gran
diversidad de mutaciones que le permiten evolucionar y por tanto adquirir
diferentes capacidades distintivas que le confieren heterogeneidad a este tipo de
células. Estas capacidades distintivas les permiten a las células cancerosas seguir
desarrollandose y transformandose obteniendo asi nuevas funciones biologicas
para su crecimiento exacerbado en el micro ambiente tumoral [Hanahan et al.,

2011]. Los investigadores Hanahan y Robert A. Weinberg describieron a inicios del



2011 las diez caracteristicas distintivas del cancer las cuales se muestran en la

Figura 1 y se describen a continuacion:

Autosuficiencia de las sefales de crecimiento
Insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento
Resistencia a la muerte celular programada (apoptosis)
llimitado potencial replicativo

Angiogénesis

Metéastasis

Inestabilidad genémica

Inflamacion

© © N o 0o & W Db P

Desregulacion metabdlica y energética

10.Evasion a la destruccion por el sistema inmune

1.2.1 Autosuficiencia de las sefiales de crecimiento

En condiciones normales un tipo particular de célula produce factores de
crecimiento para desencadenar la proliferacion celular el cual puede afectar a otro
tipo de célula, pero las células cancerosas no dependen de esta estimulacién
exdgena, sino mas bien ellas sintetizan sus propios factores de crecimiento para

inducir su auto proliferacion de forma autocrina y paracrina.

1.2.2 Insensibilidad a las sefales de anti-crecimiento

Las células normales tienen un mecanismo para limitar su crecimiento, este
mecanismo esta regulado por diversas proteinas, por ejemplo las proteinas
retinoblastoma RB y TP53. La funcion de RB es determinar si una célula puede o
no inducir el crecimiento celular y su division; mientras que TP53 detiene el ciclo
celular si se detecta un dafio en el genoma y puede inducir la apoptosis si este

dafio no es reparado. Sin embargo las funciones de RB asi como TP53 se



encuentran defectuosas en las células cancerosas lo que conlleva la evasion de

sefiales anti proliferativas y la evasion de la apoptosis.

1.2.3 Resistencia a la muerte celular programada (Apoptosis)

La apoptosis es un tipo de muerte celular que se desencadena cuando la célula
sufre un dafio que no puede ser reparado. Este proceso esta alterado en cancer
debido a que se activan proteinas anti-apoptoticas que interrumpen dicho proceso
[Hanahan et al., 2011]. La pérdida de la funcion de P53 promueve la participacion
de genes como BCL2, los cuales impulsan la supervivencia de las células

cancerosas produciendo proteinas que intervienen en la induccién de la apoptosis.

1.2.4 llimitado potencial replicativo

El estado replicativo de una célula normal es alrededor de 60 a 70 duplicaciones,
después de cada duplicacion los telémeros se van acortando dejando
desprotegido al DNA de los extremos terminales de los cromosomas, conduciendo
la detencion del crecimiento celular seguido de la muerte celular programada. Sin
embargo, las células tumorales tienen un ilimitado potencial replicativo debido a
que tienen una alta tasa de regeneracion telomérica esto quiere decir que los
telbmeros no se acortan sino mas bien recuperan su longitud debido a la
sobreexpresion de la telomerasa o a la activacion de la ruta alterna de

mantenimiento de los telémeros denominada ruta ALT.

1.2.5 Angiogénesis

Como cualquier célula, las células tumorales requieren de la obtencion de alimento
y oxigeno, para ello, las células cancerosas promueven la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos preexistentes, procesos

denominados como neoangiogénesis 0 heovascularizacion que se realizan a partir



de las células endoteliales. Los nuevos vasos sanguineos endoteliales
transportaran los suplementos necesarios que se encontraban distantes para las
células tumorales. Durante el desarrollo embrionario la neovascularizacion es
fundamental para el origen de las células endoteliales las cuales se asocian para
recubrir y formar los primeros vasos sanguineos. En etapas adultas las células
normales de diversos tejidos activan temporalmente la angiogénesis en respuesta
a procesos fisiolégicos como la cicatrizacién de heridas y el ciclo reproductivo
femenino. Sin embargo, en las células tumorales el proceso de angiogénesis

contintia siempre activado de manera aberrante [Hanahan et al., 2011].

1.2.6 Metastasis

La metastasis es la formacion de un nuevo tumor en otra parte del cuerpo a partir
del tumor primario original. Las células tumorales se liberan de la interaccion
célula — célula penetrando tejido circundante a través de circulacidn sanguinea
para invadir tejidos locales y distantes y adherirse en un nuevo sitio para proliferar
y generar un nuevo tumor secundario el cual es en general mas agresivo y

resistente a la quimioterapia convencional.

1.2.7 Inestabilidad genémica

Las células tumorales presentan dos tipos de inestabilidad gendmica que le
confieren a la célula tumoral variabilidad genética que dara lugar a la proliferacion
celular. Estas son: i) La inestabilidad a nivel cromosémico; la cual esta relacionada
con translocaciones, deleciones, duplicaciones y aneuploidias; ii) La inestabilidad
a nivel de secuencia del DNA la cual involucra a las mutaciones puntuales y

deleciones/inserciones.



1.2.8 Inflamacién

Durante el proceso inflamatorio las ceélulas liberan factores de crecimiento,
factores pro-angiogénicos y otros factores que promueven la proliferacion celular
entre otros factores que benefician a las células tumorales ya que le confieren el

microambiente necesario para su progresion y desarrollo.

1.2.9 Desregulacion metabdlica y energética

Las células tumorales tienen la capacidad de reprogramar el metabolismo de la
glucosa aun en presencia de oxigeno (en condiciones normales el proceso de
glicolisis se favorece en ausencia de oxigeno) y obtienen energia a través de la
glucolisis anaerdbica seguidas por un proceso de fermentacion lactica; proceso
denominado como el efecto Warburg.

1.2.10 Evasién ala destruccion por el sistema inmune

Durante el desarrollo del cancer hay un proceso llamado “inmuno-edicién tumoral”
el cual es llevado a cabo en diversas etapas. En la primera etapa, el sistema
inmune destruye a las células tumorales en un proceso llamado eliminacion, sin
embargo algunas logran sobrevivir y pasan a la etapa de equilibrio en donde las
células tumorales comienzan a proliferar y el sistema inmune destruye
nuevamente a las células tumorales pero ahora teniendo prioridad a aquella que
presentan antigenos tumorales y aguantando el ataque de las células tumorales
con baja expresion de antigenos. Posteriormente, las células que sobrevivieron al
ataque del sistema inmune comienzan a proliferar generando un microambiente
inmunosupresivo favorable para el crecimiento tumoral proceso denominado como

escape [Hanahan et al., 2011].



Figura 1. Hallmarks del cancer. Se esquematizan las 10 alteraciones celulares
gue ocurren en los tumores malignos. Tomada y modificada de Hanahan y Robert
A Weinberg, 2011.



1.3 Cancer de mama

El cancer de mama es un tipo de neoplasia que afecta a las células epiteliales de
las glandulas mamarias, donde la multiplicacion celular se da de manera anormal,
aberrante e incontrolada generando asi la formacién de tumores malignos. Este
tipo de cancer es el de mayor incidencia y mortalidad entre mujeres en todo el
mundo y en Meéxico. Las células mamarias cancerosas se originan en las
glandulas generadoras de leche llamadas l6bulos y en los conductos los cuales
son canales encargados de transportar la leche producida de los I6bulos y llevarla
hacia el pezén [Breastcancer.org] (Figura 2). El cancer de mama afecta
principalmente a mujeres sin embargo se ha reportado casos de cancer de mama

en hombres, pero con una incidencia mas baja de aproximadamente el 1%.

La formacion de un tumor se clasifica como benigno o maligno, se denomina
tumor benigno cuando las células mamarias que no son cancerosas, presentan
una tasa replicativa tardia y mas lenta comparado con los tumores malignos,
ademas de gue no migran a otros sitios sino mas bien permanecen encapsulados
en el sitio donde se desarrollaron y comiunmente no comprometen la vida de los
pacientes. Por el contrario, los tumores malignos son mas agresivos, poseen una
replicacion ilimitada y las células cancerosas pueden desprenderse del tumor
donde se originaron y propagarse por los ganglios linfaticos y migrar a otros
organos del cuerpo para invadir y seguir desarrollandose proceso conocido como
metastasis la cual compromete la vida de las pacientes [Breastcancer.org y

American Cancer Society 2019].



Figura 2. Morfologia de la glandula mamaria humana. Arriba: representacién de
un I6bulo normal y la formacién de carcinoma lobular in situ. Abajo: ducto mamario
normal y a la derecha formacion de un carcinoma ductal in situ.



Existen dos tipos de cancer de mama los cuales se clasifican de acuerdo a su sitio
de origen: el carcinoma ductal que ocurre en las células que conforman los
conductos galactéforos que transportan la leche al pezoén vy ii) carcinoma lobular
que se desarrolla a partir de las células que conforman las glandulas generadoras
de leche [American Cancer Society, 2019]. Estos tumores pueden ser del tipo

invasivo o no invasivo (carcinomas in situ), por lo que se sub-clasifican en:

Carcinoma ductal in situ (DCIS): Este tipo de cancer afecta aproximadamente al
80% de las mujeres, representa las etapas mas tempranas de a carcinogénesis
mamaria por lo que no es invasivo, por lo tanto las células crecen dentro del lugar

donde se originaron sin rebasar o salir del ducto mamario

Carcinoma lobular invasivo (ILC): Las células que se originaron en el l6bulo

mamario comienzan a infiltrarse al tejido adyacente y puede generar metastasis.

Carcinoma lobular in situ (LCIS): Las células crecen dentro de las glandulas
generadoras de leche, no invaden tejido adyacente. Es el aumento en el nUmero
de células representa el 10% de los casos. La morfologia es parecida a las células
cancerosas; a pesar de ello no es cancer, pero si no se trata puede volverse

cancer de seno invasivo.

Céancer ductal invasivo (IDC): Las células que se desarrollaron dentro del

conducto lo atraviesan invadiendo tejido adyacente o puede inducir metastasis.

1.3.1 Incidencia del cancer de mama

Las cifras del GLOBOCAN del afio 2018 indican que a nivel mundial la incidencia
de cancer de mama por cada 100,000 personas fue de un 46.3% y una tasa de
mortalidad de 13%. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté en el
2018 que el cancer de mama afect6é a 27 283 casos mujeres en México (Figura 3)
siendo la principal incidencia de cancer por encima del cancer de prostata, cancer

colorectal, cancer de tiroides y cancer de cérvix, mientras que a nivel mundial



ocupa el primer lugar en canceres y el segundo lugar en mortalidad en ambos
sexos (Figura 4) [OMS, 2014].

A pesar de esa tasa de mortalidad elevada la American Cancer Society informé
que en el periodo del 2006 al 2015 hubo un descenso de 1.4% en muertes por
cancer de mama en paises hispanos esto debido a las mejoras de los tratamientos

y detecciones oportunas.

1.3.2 Factores de riesgo de cancer de mama

Actualmente no existe una causa en especifica asociada con el desarrollo de
cancer de mama, pero la posibilidad del aumento en el riesgo de padecer este tipo

de cancer esta relacionado con diversos factores tales como:

)] El género (afecta con mayor incidencia a las mujeres),

i) Antecedentes familiares (son mas propensas aquellas mujeres que
tienen familiares directos con cancer de mama).

iii) La edad (mayores de 40 y 60 afios),

iv) Alta expresion de estr6genos y exposicion temprana a anticonceptivos
orales

V) Menarca temprana y nuliparidad.

Vi) Estilo de vida (consumo excesivo de alcohol y tabaco, obesidad,
sedentarismo).

vii)  Expresidon deficiente de genes supresores tumorales y activacion de

oncogenes.
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Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

Breast
27 283 (14.3%)

Prostate
25049 (13.1%)

Colorectum

Other cancers 14 900 (7.8%)

103 444 (54.3%)
Thyroid
12 122 (6.4%)

Cervix uteri
7 BED(4.1%)

Total: 190 667

Figura 3. Incidencia de cancer en México. Tomada de la OMS.
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, both sexes. all
ages

Breast
Prostate
Lung
Colorectum
Cervix uteri
Stomach

Liver .
B Incidence

B Mortality

Corpus uteri
Thyroid
QOvary

0 10 20 30 40

Data source;GLOBOCAN 2018 ASR (World} per 100000 Internabonal Agency or Research om Cancer

Graph production: Global Cancer Observatary http://geo.arc i)
g Inﬁer%ational Agency for Research on Can?err 21]?9 ’ @R;':’M",‘m

Figura 4. Incidencia y mortalidad de cancer a nivel mundial en 2018. Tomada de
Globocan, 2018.
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1.3.3 Subtipos moleculares de cancer de mama

Debido a la heterogeneidad el cancer de mama se clasifica en base a su tipo
histoldgico, grado tumoral (I, I, 1l y IV), estado de los ganglios y la expresion
génica de marcadores predictivos que se encuentran en la membrana celular
como el receptor de estrégenos (ER), receptor de progesterona (PR) y el receptor
2 del factor epitelial humano (HER2). El cancer de mama se puede subclasificar
mediante estos tres marcadores bioldgicos en cuatro subtipos: Luminal (luminal A
y luminal B), HER2+ y Triple negativo; cada subtipo tiene diferente pronostico y
respuesta a tratamiento. Los tumores con carencia de estos tres receptores en la
membrana celular se clasifican como triple negativo (ER-, PR- y HER2-), los
tumores luminales se subdividen en A y B estos presentan expresion del receptor
a estrogenos (ER+) y/o expresion del receptor de progesterona (PR+) y no

inducen metastasis.

)] Los tumores luminales A se desarrollan de forma mas sesgada en
comparacion con los luminales B los cuales se desarrolla de manera
mas progresiva, la velocidad de su crecimiento se encuentra
proporcionalmente relacionado con un mal prondstico, por tanto estan
asociados con un mejor prondéstico; ambos responden a la quimioterapia
como tratamiento de manera poco eficiente sin embargo los luminales B

tiene mayor respuesta y también son mas invasivas y agresivas.

i) Tumores HER2+ los cuales sobreexpresan la proteina HER2, mientras
ER se encuentra en baja expresién [Stuart et al., 2012]. Los HER2
positivos (llamados también HER2 enriquecido) presentan expresion
mas elevada en el HER2 y una carencia en la expresion de ER, La
sobreexpresion de HER2 estd asociado con el rompimiento de las
uniones célula-célula por lo tanto las células desprendidas puede invadir
otros tejidos induciendo metastasis, este tipo de cancer puede ser

tratado con Herceptina [Stuart et al., 2012].
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i) Los tumores triple negativos expresan de manera muy deficiente o
carecen totalmente de los receptores ER, PR HER2. Este tipo de
clasificacion se subdivide en basal A y basal B. Los basales A expresan
citoqueratinas mientras que los basal B presenta una expresion baja de
la claudina y se asocian con la invasion, metastasis y mayor agresividad
del tumor [Dai et al., 2017 y Stuart et al., 2012] (Tabla 1).

La clasificacion TNM del cancer de mama esta determinada con base al tamafio
del tumor (T), diseminaciéon a los ganglios linfaticos (N) y la presencia de
metastasis (M); la asignacion de las etapas se expresa con los nimeros romano 0,
[, I, Iy IV. La etapa O las células cancerosas y no cancerosos permanecen en el
sitio donde se originaron y no existe invasion, en la etapa | las células pueden
invadir tejido de la mama adyacente, se subdivide en IA y en IB, donde IA
representa tumores pequefios y no hay diseminacion a ganglios linfaticos mientras
que lIB hay diseminacién a ganglios linfaticos y el tamafio del tumor es >0.2mm y
< 2mm; en la etapa Il describe la propagacion de las células a los ganglios
linfaticos, se subdivide en IIA y 1IB los cuales corresponden al grado de afectacion
de dichos ganglios (puede afectar de 1 a 3 ganglios); la etapa Il se subdivide (1A,
1B y llIC) respecto a tamafio del tumor y el nUumero de ganglios linfaticos a los
cuales se extendieron, la etapa IV representa a los canceres que han hecho

metéastasis y el tumor puede ser de cualquier tamafio [Breastcancer.org].

14



Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama

Clasificacion  Receptores Tratamiento Metastasis  Caracteristicas Lineas
celulares
Luminal A ER+ Quimioterapia No Ki67 bajo BR483
PR+/- Tamoxifeno Mejor prondstico, EFM19
HER2- Herceptina menos agresivo, MCF-7
mas diferenciado, MDAMB134
unién estrecha
célula - célula
Luminal B ER+/- Quimioterapia Ki67 alto BSMz
PR+/- Trastuzumab Mejor prondstico, BT474
HER2-/+ Tamoxifeno menos agresivo, EBEP1
Herceptina mas diferenciado,
union estrecha
célula - célula
HER2+ ER- Trastuzumab Invade Ki67 alto 21MT1
PR- Herceptina Mal pronostico SKBR3
HER2+++ Quimioterapia Agresivo KPL4
Triple ER- Quimioterapia  Basal A Nucleo basico BT-20
negativo PR- (TNA): si basal CAL148
HER2-
Basal B Minimo BT549
(TNB): diferenciado, mds MDAMB157
Altamente apariencia MDA-MB-
mesénquima. 231

Altamente

invasivo

Receptor de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR), Receptor del factor de

crecimiento epidermal humano 2 (HER2).
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1.4 RNA de interferencia

Los RNAs interferentes (SiRNAs) son RNAs pequefios no codificantes de doble
cadena con una estructura de tallo-burbuja, los cuales han sido ampliamente
utilizados en experimentos in vitro para la inactivacion o el silenciamiento de genes
especificos con funciones involucrada en procesos asociados al cancer tales como
como anti/pro-apoptéticos, angiogénesis, migracion, invasion, metastasis y
resistencia a la terapia mediante la escision del RNAm blanco. Existe una variedad
de siRNAs que contienen una estructura de tallo-burbuja denominados shRNAs
(short hairpin RNAS) los cuales al ser introducidos en la célula huésped activan en
el citoplasma la maquinaria de interferencia del RNA (RNAI) consistente en el
procesamiento del shRNA mediante la enzima DICER la cual corta la estructura de
burbuja del shRNA produciendo de esta manera un RNA pequefio de doble
cadena el cual se asocia a la proteina Argonauta 2 (AGO2) la cual guia al RNA de
doble cadena hacia su transcrito blanco con el cual se une mediante
complementariedad de bases activando asi la degradacién del transcrito y el
silenciamiento génico [Sliva et al., 2010].

1.4.1 MicroRNAs: reguladores negativos de la expresion génica

Los microRNAs (miRNAs) son un grupo de RNA pequeiios de cadena sencilla de
21 a 25 nucledtidos en longitud que no codifican para proteinas. Los
mMiRNAs también actian a través de la ruta de RNAIi siendo procesados por
DICER e interactian con AGO2 donde posteriormente se dirigen y unen de
manera complementaria por apareamiento de bases a la region semilla del
extremo 3'UTR de su RNA mensajero (RNAmM) blanco dando como resultado la
degradacion o traduccion del transcrito y por tanto inhibiendo la sintesis de

proteinas [Lépez Camarillo et al., 2014].

La mayor parte de los miRNAs derivan de regiones intronicas pero también se

generan a partir de los exones y son sintetizados por la RNA polimerasa Il que
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genera un transcrito largo que tiene complementariedad en algunas bases por lo
que forma una estructura horquilla-tallo-burbuja llamado miRNA primario (pri-
miRNA) la cual es procesada dentro del nucleo por la RNAsa tipo |l
llamada Drosha. Esta enzima en cooperacion con DGCRS8 corta las dos hebras
del pri-miRNA para generar un precursor de 60-70 nucleotidos llamado miRNA
precursor (pre-miRNA). Una vez procesado, el pre-miRNA es exportado al
citoplasma mediante la exportina 5 y el complejo RAN-GTP. La molécula de GTP
es hidrolizada a GDP para liberar del pre-miRNA en el citoplasma. En el
citoplasma, el pre-miRNA es reconocido por la endonucleasa llamada Dicer que
en conjunto con TRBP y PACT generan un nuevo corte produciendo asi un RNA
pequefio de doble cadena denominado miRNA duplex. La separacién de las
cadenas genera un miRNA maduro el cual se une al complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), especificamente la proteina AGO2, mientras que la
cadena pasajera es descartada. Una vez que se activa el complejo RISC,
el complejo miIRNA/AGO2 es dirigido y unido a la regién semilla de 7-8 nucleétidos
del extremo 3’"UTR de su RNAm blanco dando lugar a su degradacion e inhibicién
de la traduccién. La complementariedad del miRNA con el RNAm puede ocurrir de
manera parcial lo que le permite tener una gran cantidad de RNAmM como objetivos
(Figura 5) [Lam et al., 2015].

1.4.2 SiRNAs

Los siRNAs (small interfering RNAs) son RNAs pequefios de 20-25 nucledtidos
formados a partir del corte de RNAs largos de doble cadena. Los siRNAs inhiben
la expresion del gen blanco a nivel de ARNm mediante un mecanismo llamado
interferencia de ARNm impidiendo que se lleve a cabo la sintesis de proteinas
especificas. Comunmente los siRNAs son utilizados para dominar la actividad de
los transposones y combatir infecciones virales y pueden ser sintetizados

artificialmente para procesos experimentales.
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1.4.2.1 Sort-hairpin RNAs

Los short-hairpin RNAs (shRNAs) son una clase de siRNAs que. La secuencia del
shRNA puede ser diseflada mediante herramientas bioinforméticas vy
posteriormente se puede clonar en un vector o plasmido (en nuestro caso fue en el
vector pSilencer) el cual se introduce en las células mediante transfeccion, donde
ocurre la sintesis y procesamiento del sh-RNA. Una vez que el vector llega al
nacleo inicia la transcripcion de la secuencia del shRNA mediante la RNA
polimerasa Il o Il que genera una estructura en forma de doble cadena con un
tallo-burbuja en su extremo el cual es procesado por la RNAsa tipo lli
nombrada DROSHA que forma un complejo con DGCRS8 (proteina de dominio
de union a RNA bicatenario) para generar un shRNA de 29-30 nucleétidos con
2 nucledtidos salientes en la region 3’ -terminal. EI shRNA es transportado al
citoplasma a través de exportina 5 en conjunto con RNA-GTP. Ya en el citoplasma
la enzima DICER interactia con TRBP/PACT para formar un complejo para
generar una escision en el bucle de la horquilla quedando un siRNA bicatenario

con 2 nucleotidos salientes en la region 3°.

El complejo de DICER lleva al siRNA bicatenario hacia el complejo RISC
gue contiene acoplado a AGO?2 el cual tiene actividad endonucleasa para liberar la
cadena pasajera, mientras que la cadena guia queda unida al complejo RISC para
unirse a la region 3’'UTR del RNAm blanco donde AGO2 genera la degradacion
del RNAm blanco lo que genera el silenciamiento especifico del gen [Rao et al.,
2009; Moore et al., 2010, Silva et al., 2010 y Lam et al., 2015]. De esta manera
los shRNAs son considerados como una herramienta molecular y una alternativa

terapéutica para el tratamiento del cancer (Figura 5).
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Figura 5. Biogénesis de los miRNAs y siRNAs. Tomada de Lam JK, 2015.
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1.4.3 Los miRNAs y shRNAs como herramientas terapéuticas contra el

cancer

El estudio y uso de los RNA interferentes como reguladores de la expresion génica
entre los que se incluyen los miRNAs y siRNAs, ha tenido gran importancia en los
avances y efectividad en terapias contra diversos tipos de cancer debido a la
capacidad que estas moléculas ejercen para inducir silenciamiento dirigido a
genes que estan involucrados en procesos biolégicos que se encuentran
implicados el desarrollo y progresion del cancer. Mansooriy colaboradores
mencionan que la terapia contra el cancer mediante el silenciamiento de genes
puede ser empleada en etapas avanzadas del crecimiento tumoral. Ademas, el
silenciamiento del gen es adquirido por la siguiente generacion y también es
un tratamiento de bajo costo [Mansoori et al.,, 2014]. Los siRNAs al tener una
complementariedad completa con el RNAm blanco son mas especificosy
selectivos por lo tanto son mas dirigidos ya que son disefiados para unirse de
manera especifica a un gen en particular [Lam et al., 2015], mientras que
los miRNAs al unirse a unos pocos nucleétidos del RNAm blanco tiene mayor
probabilidad de interceptar diversos genes que estan implicados en procesos
diferentes y puede que esa unidn no se dé con el blanco esperado sino en otros

genes.

Debido a la heterogeneidad del cancer, cada vez se pueden encontrar
mas anomalias genéticas involucradas en el desarrollo, progresion y resistencia
de células cancerigenas. Las terapias convencionales para combatir el cancer no
son suficientes para combatir a todo el repertorio de genes involucrados en el
desarrollo y crecimiento tumoral de cada paciente; por ello el uso de shRNA como
terapia personalizada en combinacion con los miRNAs puede apoyar en aumentar

la eficacia de los tratamientos y detener el desarrollo tumoral.
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2. Mimetismo vasculogénico

Anteriormente se creia que la angiogénesis era el Unico mecanismo vascular por
el cual los tumores agresivos obtenian un suministro de sangre y nutrientes, por lo
que las terapias anti-angiogénicas orientadas a las células endoteliales no siempre
producian buenos resultados, lo que significaba que la angiogénesis no era el
anico mecanismo de abastecimiento nutritivo en el tumor. Sin embargo, en
1999 Maniotisy colaboradores determinaron que las células tumorales de
melanoma agresivo formaban estructuras complejas en tres dimensiones (3D)
similares a vasos sanguineos, donde no participaban células endoteliales, si no
gue estas estructuras estaban formadas por una membrana basal y conformadas
por células tumorales. Las células tumorales en mimetismo vasculogénico se
pueden identificar mediante tincion de acido peryodico de schiff (PAS) lo cual da
una reaccion positiva y tincion negativa de CD31 el cuales es un marcador de las

células endoteliales que conforman los vasos sanguineos [Qiao et al., 2015].

Maniotis y col introdujeron el termino mimetismo vasculogénico para describir la
plasticidad y la capacidad Unica que tienen estas células para expresar genes
asociados al endotelio y formar estructuras tubulares y redes con dibujos en
cultivos tridimensionales que imitan las redes vasculogénicas embrionarias. El
mimetismo vasculogénico es una estrategia que usan las células tumorales para
producir estructuras parecidas a los vasos sanguineos los cuales se pueden o no
conectan con los vasos sanguineos normales formados por células endoteliales.
La formacién de estas nuevas redes de células en 3D se debe a la plasticidad que
desarrollan estas células tumorales y pueden apoyar en la diseminacion de células

tumorales a otros 6érganos [Wang et al., 2016 y Richard et al., 2012].

Esta plasticidad permite que las células tumorales tengan cambios morfolégicos
para asi formar redes con estructuras tubulares sin necesidad de utilizar a células
endoteliales como es en el caso de la angiogénesis. Las estructuras tubulares

formadas por el mimetismo vasculogénico poseen una cobertura interna de
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glicoproteinas que transportan los fluidos (Dusan y col 2017). Otra caracteristica
importante del MV es que provee una via de perfusion para el suministro de
sangre, nutrientes y oxigeno; lo que contribuye a un crecimiento y desarrollo
tumoral. Ademas la presencia de MV en pacientes con cancer se asocia con
invasion tumoral, induccion a metéastasis, mal pronostico y baja sobrevivencia
[Qiao et al., 2015].

2.1 Vias del mimetismo vasculogénico

El mimetismo vasculogénico puede comenzar por diferentes vias. A través del
estado hipdxico se promueve la formacion del mimetismo vasculogénico mediante
la activacion del factor transcripcional HIF-alfa el cual regula la expresion de
diferentes genes involucrados en el desarrollo de este mecanismo como son
VEGF, EphA2, Twist y Cox-2. Por lo tanto, cuando HIF-alfa se expresa, se activa
la expresion de VEGF iniciando una cascada de sefalizacion a través de la via
PISK/AKT activando a las metalo proteinasas (MMPs) que conllevan a la escision
de la cadena Ln-5y° produciendo fragmentos pro-migratorios y ? y y** favoreciendo
la plasticidad de la matriz, migracion, invasion, metastasis y formacion de redes en

3D propias del mimetismo vasculogénico.

El factor de transcripcién Twist regula la expresion de VE-cadherin la cual media la
actividad de la efrina EphA2 que al ser fosforilado aumenta la actividad de las
MPPs mediante la ruta PI3K y FAK. Por otra parte, Cox-2 aumenta la expresion de
PGE2 el cual se une a su receptor EP3 que activa a ERK1/2 a través de PKCa
conduciendo al desarrollo del mimetismo vasculogénico. Por otra parte, TF, TFP1
y TFP2 son proteinas transmembranales con funcion pro-coagulante, sin embargo
se ha demostrado que estan implicados en el desarrollo de los mecanismos de
perfusidon que suceden durante el mimetismo vasculogénico con ayuda de las
MMPs (Figura 6) [Qiao et al., 2015 y Hendrix et al., 2003].
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Figura 6. Via de sefializacion del mimetismo vasculogénico en cancer. Tomada
de Hanahan D, and Weinberg R. Cell. 2011.
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3. El factor de transcripcion de CREB5

El factor transcripcional CREB5 (cCAMP responsive element binding protein 5, por
sus siglas en inglés) es una proteina que contienen dominios dedos de zinc que le
permiten unirse al DNA y un zipper de leucina (bZIP) que le permiten
la interaccion con el ADN y son los responsables de la dimerizacion de la proteina.
Los dominios de CREB ricos en glutamina (Q1 y Q2) contribuyen a la activacion
potencial de CREB. El dominio KID (dominio inducible por quinasas) contiene los
sitios para la fosforilacion de CREB; esté dominio permite que otras proteinas
coactivadoras se unan a CREB fosforilado permitiendo la activacion de la
transcripcion (Figura 7). EI gen de CREB5 se encuentra localizado en el brazo
corto del cromosoma 7 en la banda 15.1. La activacion de CREB5 es mediada
por cCAMP, factores de crecimiento, hormonas, retinoides, citocinas
y prostaglandinas mediante diferentes vias de sefializacion [Cho y col; 2011], una
vez activado el factor de transcripcion CREBS5 interacciona de manera selectiva
con una secuencia de ADN especifica dentro de la region reguladora de CRE (c-
AMP Response Element, del inglés), localizado rio abajo del gen, esta union se da
de forma de homodimero o heterodimeroen conjunto con Jun o0 con
ATF2/CREBP1, esto permite que CREB actie como un regulador genético
encendiendo o apagando genes [Genecards, 2019] [He et al., 2017] [Shaywitz et
al., 1999].

00 283 3
Q1 u Q2/CAD

Figura 7. Dominios de la familia de proteinas CREB.
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El factor de transcripcion CREB5 esta presente en la mayoria de los tejidos y
regula diferentes procesos biologicos tales como supervivencia celular,
diferenciacion, metabolismo, homeostasis de la glucosa, respuesta inmune y
memoria entre otros [Steven et al., 2016 y Cho et al., 2011]. La expresién elevada
de la proteina de CREB5 en diversos tipos de canceres podria estar regulando
positivamente diferentes procesos bioldgicos como la proliferaciébn celular,
migracion, invasion, angiogénesis [Flores., 2016] metastasis [Qi et al.,

2014], inhibicidn de la apoptosis y diferenciacion [Steven et al., 2016].

3.1 Activacion de CREB

El factor de transcripcion CREB es activado a traves de la fosforilacién expecifica
del residuo de la serina 133 el cual se encuentra dentro del dominio KID inducible
por quinasa. Diferentes estimulos externos convergen en la activacion de CREB
debido a que mudltiples proteinas quinasas como PKA, pp90rsk, PKC, AKT,
forskolina, PKC, MSK-1, entre otras, estimulan la fosforilacibn de este factor
transcripcional [Cho et al., 2011]. Una de las vias de sefalizacion que activa a
CREB es a través del cAMP. La activacion de los receptores acoplados a la
proteina G estimula la respuesta de la adenilato ciclasa; esta enzima cataliza la
conversion ATP a cAMP. El cAMP disocia al heterotetramero de la PKA (proteina
quinasa dependiente cAMP) contiene 2 subunidades reguladoras R y 2
subunidades cataliticas C. La PKA se encuentra en el citoplasma en forma inactiva
mientras se encuentra como heterotetramero. Una vez formado el cAMP, éste
disocia las subunidades cataliticas de la proteina y las subunidades reguladoras
se mantienen unidas al cAMP; las subunidades cataliticas migran al nucleo

induciendo la fosforilacion de CREB en la serina 133 (Figura 6).

CREB se activa al ser fosforilado y se une al elemento CRE en los promotores de
genes blanco en forma de homodimero o heterodimero con c-Jun o CRE-BP1.
Posteriormente, la proteina CBP (proteina de unibn a CREB) es reclutada e
interacciona con el complejo. CBP es un coactivador transcripcional que se asocia

al complejo de la RNA polimerasa Il. Otro factor transcripcional llamado TFIID se
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une a la caja tata a través de TBP, TAF130 y TFIIB; las cuales se unen al dominio
Q2 de CREB. La proteina CBP sirve como puente molecular al unirse al dominio
KID de CREB permitiendo la interaccion con la maquinaria transcripcional; el
reclutamiento de la polimerasa requiere que el dominio KID se encuentre
fosforilado. Estas interacciones permiten que CREB active la transcripcion
[Shaywitz et al., 1999y Mayr et al., 2001].

Como se menciond anteriormente cuando CREB se activa se une a los elementos
CRE localizados en la region promotora de los genes el cual tiene una secuencia
consenso de ocho pares de bases 5’ TGACGTCA3". También se ha identificado
gue CREB puede regular genes blancos que tengan la secuencia CRE incompleta
CGTCA/TGACG, pero en este caso la activacion transcripcional es menor [Mayr
et al., 2001].
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Figura 8. Via de activacion de CREB mediante cAMP. Primero la proteina G es
activada a través de la unién de un ligando a su receptor (estas pueden ser
hormonas o neurotransmisores) generando asi CAMP, cuatro moléculas de cAMP
se unen al dimero de PKA conduciendo a su activacion. Al activarse la PKAR se
transloca al nucleo para fosforilar a CREB en la serl33. Tomada de Altarejos y
col., 2011.
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3.2 Antecedentes del papel de CREB5 en cancer

Diversos estudios demuestran el papel de CREB1 en la estimulacion del
crecimiento tumoral mediante diferentes procesos como son el aumento en la
proliferacion celular, invasion, migracion, inhibicion de la apoptosis y estimulacion
de la metastasis [Steven et al., 2016 y Wang et al., 2015]. No obstante, la funcién
de CREBS5 (miembro de la familia de proteinas CREB) no ha sido bien descrita en
los procesos tumorigénicos. Se ha reportado que la expresion de CREB5 en
cancer de ovario epitelial se encuentra aumentada tanto en lineas celulares como
en los tejidos de tumores de pacientes tanto a nivel de RNAmM como proteina, lo
cual se correlaciona positivamente con el grado histologico y la progresion del

cancer y una baja supervivencia en pacientes.

Ademas, QiL y colaboradores reportaron que CREB5 regula positivamente 16
genes que participan en la en la migracion celular (CSF1R, MMP9, PDGFRB,
FIGF, IL6, entre otros), por lo que ellos sugieren que la expresion aumentada de
CREBS5 podria participar en la generacion de la metastasis en cancer colorectal [Qi
et al., 2014]. También se informd que la sobrexpresion de CREB5 en este tipo de
cancer aumento la proliferacion celular, metastasis, e inhibicién de la apoptosis
[Zhang et al., 2018]. El factor de transcripcion CREB5 regula diferentes procesos
celulares implicados en la progresion y desarrollo del cancer; sin embargo, hay
muy pocos estudios que revelan su funcién en el cancer de mama y hasta el
momento no hay estudio publicado que indique la participacion de CREB5 el

mimetismo vasculogénico.

3.3 CREB5 y mimetismo vasculogénico

Para entender la funcion de CREB5 asociada a la formacién del mimetismo
vasculogénico es necesario enfocarnos a la funcién de un miembro de la familia
de este factor transcripcional llamado CREB1 (también nombrado CREB) el cual
regula el crecimiento tumoral y ha sido ampliamente estudiado también en otros

procesos celulares..
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Al activarse CREB1 mediante fosforilacion interactia con CBP/P300 lo que
permite el reclutamiento de la RNApol Il para el inicio de la transcripcion de genes;
curiosamente HIF1la también interactia con CBP/P300. Esto sugiere que CREB
podria estar interactuando de manera indirecta con HIF1a a través de CBP/P300
facilitando la asociacién de HIF1a a su secuencia promotora lo que da lugar a la
regulacion de genes como VEGF promoviendo la metastasis y la angiogénesis.
[Wu et al.,, 2007 y GeneTex]. Interesantemente, la proteina recombinante de
CREB1 puede unirse a la secuencia consenso de HIF1 (Factor 1 inducible por
hipoxia) [Kvietikova et al., 1995]. De manera interesante el sitio de union a CREB5
(CRE) es muy parecido a la secuencia al sitio de unién de HIF1a (HRE). Lo que
podria indicar una unidon competitiva al sitio HRE con otros factores de
transcripcion como CREBS. Esto podria indicar que los genes que estan regulados

por HIF1a también podrian ser blancos de miembros de la familia de CREB.

Por otro lado, diversos estudios sefialan que la sobrexpresiéon de CREB podria
estar favoreciendo la expresion de VEGF y Cox-2 al unirse a su sito CRE,
promoviendo la angiogénesis [Jeon et al., 2007, Shneror et al., 2017 y Scoditti et
al., 2010]. Ademéas, GOLPH3 también es regulado por CREB/ATF; el aumento de
expresion de GOLPH3 promueve la angiogénesis, proliferacion y agresividad

celular [Dai et al., 2015. Pefialver-Gonzélez et al., 2019].

Estos estudios nos podrian ayudar a conocer el papel que tiene el factor
transcripcional CREB en el desarrollo del cancer y el mimetismo vasculogénico
(Tabla 2).
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Expresion en

Gen ) Funciones en Referencias
cancer )
cancer
VEGFR-1 | Aumentado Angiogénesis Wau et al., 2007
HIF-1a Kvietikova et al., 1995
IAP2, Disminuido Inhibicion de la Abramovitch et al.,
Bcl2, Bcl- Apoptosis 2004
XL
Cox-2 Aumentado Resistencia a Ghoshy et al., 2007
apoptosis y Scoditti et al., 2010
angiogénesis
CyclinD1, Progresion del ciclo Abramovitch et al.,
cyclin A celular 2004
EHZ2 Aumentado Angiogénesis Zang et al., 2018

Tabla 2. Genes regulados en cancer por el factor de transcripcion CREB
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4. El papel del miR-204 en cancer de mama

Previos reportes indican que la expresion del miR-204 se encuentra disminuida en
diversas neoplasias malignas, entre ellos el cancer de mama, lo que indica que

este miRNA se comporta como un supresor de tumores.

Hong BS y col. reportaron que la expresion del miR-204 se encontraba disminuida
en tejido de cancer de mama, en comparacion con tejido de mama normal; ya que
la restauracion en la expresion de este miRNA disminuy6 la proliferacion celular,
viabilidad y capacidad migratoria en células de cancer de mama [Hong et al.,
2019]. Por otro lado Fan y colaboradores reportaron que al restablecer la
expresion del miR-204 en la linea celular de cancer de mama MCF7 suprimi6 la
proliferacion celular, indujo la apoptosis e inhibié la migracion e invasion [Fan et
al., 2019].

En nuestro equipo de trabajo se demostré que el miR-204 inhibe la proliferacion
celular, la migracion, invasion y de manera particular la angiogénesis in vivo e in
vitro, mediante la supresion de la via TGFB a través de la inhibicibn de dos
factores por-angiogénicos: ANGPT1 y TGFBR2 [Flores-Pérez, 2016]. Ademas, se
realizé un analisis del transcriptoma de las células transfectadas con el miR-204
donde se encontré la modulacién de alrededor de 500 genes entre los se encontrd
a CREB5 [Flores y col 2016]. Por otra parte, el miR-204 también suprimié el
mimetismo vasculogénico a través de la reduccion de la expresion y fosforilacion
de diversas proteinas oncogénicas que participan en rutas de sefializacion tales
como PI3K, AKT. TGFB, VEGF, entre otras, en células de cancer de mama
agresivas triple negativo [Salinas-Vera, 2017]. Estos datos demuestran la
importancia del miR-204 en tumorigenesis mamaria y al mismo tiempo abren
nuevas interrogantes acerca de la participacion de otros genes potencialmente
regulados a nivel postranscripcional y que puedan participar en la carcinogénesis
tales como CREBS.
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II. HIPOTESIS

Si la restauracion de la expresion del miR-204 reprime la expresion de CREB5
entonces disminuira la proliferacion celular, viabilidad y la formacién de estructuras

3D tipo capilares de lineas celulares de cancer de mama.
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ll. JUSTIFICACION

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cdncer en mujeres tanto
en México como a nivel mundial. En este tipo de cancer, el nivel de expresion del
miR-204 esta disminuido mientras que el nivel de CREB5 esta sobreexpresado, lo
cual se asocia a un mal pronostico para los pacientes. Estos datos sugieren
también que el miR-204 podria estar regulando de manera negativa la expresion
de CREB5 en cancer de mama.

En este estudio se propone que el silenciamiento de la expresion de CREB5
mediante la restauracion del miR-204 y a través de la transfeccion de un RNA de
interferencia (sh-RNA) especifico podria conducir a la inhibicién del crecimiento

celular y la inhibicién de la formacion del mimetismo vasculogénico.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar el papel del miR-204 en la regulacién de la expresion de CREB5 vy el

mimetismo vasculogénico en cancer de mama.

4.2 Objetivos especificos

. Evaluar la expresion del mRNA y proteina del factor de transcripcion CREB5 en
lineas celulares de cancer de mama y tumores de mama.

. Determinar si el miR-204 inhibe la expresion de CREB5 en lineas celulares de
cancer de mama.

. Inhibir la expresion de CREBS5 en lineas celulares metastasicas MDA-MB-231 y no
metastasicas MCF7 mediante la transfeccion de dos sh-RNAs.

. Evaluar los efectos de la inhibicibn de CREB5 en la proliferacion celular y

mimetismo vasculogénico.

34



1.- Evaluar la expresion del
RNAm y proteina del factor de
transcripcion CREBS en lineas
celulares de cancer de mama
y tumores de mama

y

Analisis
bicinformatico
Software
Oncomine

RNAm

|

Tumores y
lineas
celulares

Cultivo celular
MDA-MD-231 y MCF7
y biopsias de tumores
de mama

V
Proteina

WB
CREB5

Doble digestion
de plasmido
pSilencer

V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

%

Ligacion |

l

Disefio de
oligonucledtidos
sh-CREB5S

2.-Determinar si el miR-204
inhibe la expresion de CREB5
en lineas celulares de cancer
de mama

Cultivo celular
MDA-MD-231y MCF7

Restauracion del
miR-204

J

Extraccion de
proteinas

|

WB
CREB5

psilencer

Transformacion
de E.coli conel

| Seleccion de
clonas

!

Extraccion del

3.- Inhibir la expresion de
CREB5 en lineas celulares
metastasicas MDA-MB-231
utilizando  dos  sh-RNA
interferentes

plasmido
pSilencer.CREBS

4.- Evaluar los efectos de la
inhibicion de CREBS en la
proliferacion celular y el
mimetismo vaculogénico

l

Cultivo celular

Cultivo celular

MDA-MD-231y MCF7

MDA-MD-231y MCF7

Transfeccion

Transfeccion

Figura 9. Estrategia experimental

sh-CREBS sh-CREB5
|
Extraccion de “L
proteinas Ensayo de Ensayo de
proliferacion MV
celular
WB
CREB5S

35



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231ly MCF7 se sembraron en
cajas de 25 cm. Para el crecimiento las lineas celulares se cultivaron con 5 ml de
medio DEMEM-F12 (Gibco, Life Technologies) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB Gibco, Life Technologies) y 5 mL de penicilina-estreptomicina.
Las células se incubaron en una incubadora semi humeda a 37°C con 5% de
Co2.

Para el buen desarrollo de las lineas celulares, el medio de crecimiento se cambio
después de que viro de color; para esto se desecho6 el medio viejo y se hizo un
lavado con Buffer fosfato salino (PBS-1x). Posteriormente se afiadid medio
DEMEN-F12 suplementado fresco como se explicé anteriormente. Las células se
incubaron a 37°C con 5% de CO2. El PBS y el medio de cultivo se atempero a

37°C antes de usarlo.

6.1.2 Resembrado de los cultivos celulares

Cuando las células alcanzan la confluencia al 80%, estas se resembraron en cajas
nuevas para que se siguieran dividiendo. Para ello, se desech6 el medio de cultivo
y las células fueron lavadas con 5 ml de PBS 1x. Se removié el PBS,
seguidamente se afadieron 3 ml de PBS-EDTA y 75 ul de tripsina, se
mezclé homogéneamente y se incubaron 5 minutos a 37°C. Una vez transcurrido
el tiempo de incubacion, se despegaron y se agregé 1 ml de medio suplementado
para inactivar a la tripsina y las células se transfirieron a un tubo Falcén de 15 ml
para posteriormente centrifugarlas a 1500 rpm por 5 min a 4°C. La pastilla celular
se resuspendié en 1 ml de medio suplementado y se distribuyé en frascos de
25cm? nuevos y estériles. Se adicionaron 5 ml de medio suplementado y se
incubaron a 37°C con 5% de CO2.
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6.1.3 Congelamiento de las lineas celulares

2x10° células tumorales resuspendidas en 0.9 ml de medio fresco fueron
agregadas a un criovial y posteriormente se agregé 100uL de DMSO. El tubo se
cerrd y se guardd a -20°C durante 20 min para posteriormente almacenarse a -

80°C, hasta su uso.

6.1.4 Descongelamiento de las lineas celulares

Los crioviales de descongelaron en hielo por 2 min y posteriormente se
descongelaron a 37°C en bafio maria; las células tumorales se centrifugaron para
retirar el medio que contenian y resuspendieron en 1ml de medio DMEM-F12
debidamente suplementado y se colocaron en frascos de cultivo de 25cm? nuevas
y estériles.

7. Transfeccion de precursor del miR-204.

Para llevar a cabo la sobreexpresién del miR-204 en la linea celular MDA-MB-231
se utilizé el agente de transfeccién Lipofectamina 2000. Para ello, primero se
realiz6 la siembra de las células en placas de 6 pozos, considerando dos por cada
condicion; teniendo asi dos pozos con la condicion mock, dos para el pozo
Scramble, dos para la sobre expresion del miR-204 a una concentracién de 30nM.
En cada pozo fueron sembradas 250,000 células y cuando estas alcanzaron un
80% de confluencia se procedi6 a realizar la transfeccion. En un tubo eppendorf
de 1.5 ml se colocaron 7.7uL del precursor del miR-204 con 150uL de Opti-MEM |
(Reduced Serum Medium), la solucion se mezclo por pipeteo y se incubd durante
20 minutos. En otro tubo eppendorf de 1.5mL se colocaron 12.5uL de
Lipofectamina 2000 con 150uL de Opti-MEM | Reduced Serum Medium, la
solucion se mezcld por medio de pipeteo y se incubl a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Después de 20 minutos de incubacion se mezclaron los

contenidos de los tubos por medio de pipeteo y se incubd durante 20 minutos a

37



temperatura ambiente. Finalmente, las células con la solucién fue agregada en
cada pozo el cual contenia 2180 pL de Medio DMEM suplementado con SFB 5%,
se procedio a realizar movimientos ondulatorios en la placa para realizar la mezcla
de la solucién junto con el medio de cultivo. La placa fue colocada en la
incubadora durante 48 horas. La expresion relativa del miR-204 fue evaluada a las
48 h mediante gRT-PCR.

8. Evaluacion de la proliferaciéon celular por MTT

Para determinar el efecto del silenciamiento de CREB5 sobre la proliferacion
celular se sembraron 10,000 células MDA-MB-231 por pozo en una placa de 96
pozos, las células fueron transfectadas con el sh-CREB5.2 y el sh-CREB5.3 y
como control se utilizaron células tratadas unicamente con el agente transfectante
y células sin tratar. La transfeccion se evalu6 a las 3, 6, 12 y 24 horas. Posterior al
tiempo de transfeccion, se retir6 el medio y los pozos fueron lavados con 50uL
PBS, se retir6 el PBS y se agregdé 100uL de MTT (0.5mg/mL) y se incubo por 3
horas a 37°C. Posteriormente se retird6 el medio y se adicion6 100uL de
isopropanol y se agitaron durante 10 minutos (la placa se cubrié con aluminio). La
absorbancia se midié a 570nm.

9. Extraccion de RNA en lineas celulares

Para la extraccibn de RNA total las células se despegaron de la caja cuando
tenian mas de un 80% de confluencia, para esto se deseché el medio y se
lavé con PBS, se retir0 el PBS y se agrego 3mL de PBS-EDTA y 75 uL de tripsina,
se incubaron las células a 37°C por 5 minutos una vez que las células se
despegaron por completo se adiciono 1 mL de medio; las células se transfirieron
en un tubo 15 mL y se centrifugaron 1500 rpm a 4°C por 5 min. Al finalizar el
tiempo de centrifugacion se decanté el sobrante y se agregé 1 mL de TRIzol a la
pastilla, se re suspendio la pastilla por pipeteo vigorosamente. Posteriormente el

lisado celular se paso6 a un tubo de 1.5 mL y se incubo 5 minutos a temperatura
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ambiente, por cada ml de TRIzol se afiadieron 200 ul de cloroformo y se
mezclé por vortex durante 15 segundos, se incubo por 3 min a temperatura
ambiente y se centrifugo a 12,500 rpm por 25 min a 4°C. Posteriormente, se
recupero la fase acuosa y se coloco en un tubo nuevo de 1.5mL, se adicionaron
500uL de isopropanol y se incubd 20 min en hielo. Posteriormente, se centrifugé
12,000 rpm 25 min a 4°C; se descartd el sobrenadante y la pastilla se lavo con
1mL de etanol al 75% y se secO la pastilla a T.A. La pastilla se re suspendio en
20uL de agua libre de RNAsas. El RNA se cuantifico en nanodrop y la integridad

de éste se visualiz6 en un gel de agarosa al 1%.

10. Anédlisis bioinformético

Para llevar a cabo el andlisis de expresién de CREB5, se realiz6 una busqueda de
datos reportados en pacientes con cancer de mama y tejido normal de mama
mediante el uso del software Oncomine (https://www.oncomine.org) donde se
obtuvieron los datos de expresion. Las imagenes de inmunohistoquimica de la
expresion de CREB en tejidos de cancer de mama y tejido mamario normal se
obtuvieron de la base de datos The Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org).
Los andlisis densitométricos de los western blots se realizaron con el software

mylmageAnalysis

11. Extraccion de proteinas de lineas celulares

Para la obtencion de extractos proteicos totales a partir de las lineas celulares de
cancer de mama, se lavaron tres veces los cultivos celulares MDA-MB-231 y
MCF7 con PBS frio, luego se incubaron con 960 pl de buffer de lisis TNTE frio (50
mM  Tris-HClI pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA)
suplementado con 40 uL de coctel de inhibidores de serina proteasas, cisteina
proteasas y metalo proteasas 15X (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche) a
4°C durante 15 min en agitaciéon. De manera alternativa, para mayor rendimiento

en los extractos de proteinas, se pueden despegar las células de los frascos de
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cultivo celular con tripsina 0.25%/PBS-EDTA como se describié anteriormente
hasta obtener una pastilla de células, la cual se lava 1 vez con PBS frio, y se
resuspendio en el buffer de lisis TNTE frio y suplementado con los inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Posteriormente, se centrifugd la suspension de células-
buffer a 12,500 rpm durante 15 min a 4°C y se recupero6 el sobrenadante que se

alicuot6 y almaceno a -80°C hasta su cuantificacion y analisis.

11.1 Extraccion de proteinas de muestras de tejido

La porcion de las biopsias destinada para los extractos de proteinas fue colocado
en un tubo coénico estéril de 15 ml donde previamente se adicionaron 500 pL de
buffer TNTE frio suplementado con inhibidor de proteasas “complete” (Roche), y
se llevé a cabo la lisis utilizando un homogenizador de tejidos (TissueRuptor,
Qiagen). El procedimiento fue realizado en hielo, con 3-5 impulsos de 10
segundos a velocidad maxima y descansos de 10 segundos, con el objetivo de no
sobrecalentar la muestra. Posteriormente las muestras fueron incubadas a 4°C
durante 15 min en agitacion, finalmente las muestras se centrifugaron a 12,500
rom durante 15 min a 4°C y se recuper0 el sobrenadante que se alicuoté y

almacend a -80°C hasta su cuantificacién y analisis.

11.2 Determinacién de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas en los extractos proteicos totales de
las lineas celulares y tejidos tumorales, se utilizé el método de Bradford. La curva
patrén se construy6 utilizando una solucion de BSA (1 mg/ml). La concentracion
de proteina se determind en el espectrofotometro a una longitud de onda de 595
nm y los resultados se obtuvieron sustituyendo los valores de absorbancia de las
muestras en la ecuacion de la recta elaborada a partir de los valores de la curva
estandar. La ecuacion es: y=m x + b, donde y es la absorbancia 595 nm, m es la

pendiente, x es la concentracion de proteinas y b es la ordenada al origen.
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11.2.1 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE) se realizé a una concentracion de acrilamida del 10-12% en el gel
separador y al 5% en el gel concentrador. Para correr el gel se empled una
solucion amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92, 0.1% de SDS pH 8.3. La
electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante de 100 V.

11.2.2 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad). Los geles, las membranas, papeles whatman y esponjas
se incubaron 15 min en solucidon de transferencia de proteinas (Tris 0.025 M,
glicina 0.192 M vy, 20 % de metanol). Posteriormente, se armé el cassette, se
sumergio en la solucién de transferencia y se transfiri6 a 400 mA durante 1 h en
hielo 6 a 40 mA durante toda la noche a 4°C. Para confirmar la transferencia de
proteinas a la membrana se utilizd tinciébn con rojo Ponceau, posteriormente se

lavé la membrana con PBS pH 7.4.

11.2.3 Ensayos de inmunodeteccién

Las membranas donde fueron transferidas las proteinas se incubaron en solucion
bloqueadora (5% de leche descremada en PBS pH 7.4) durante 1 h a TA 6
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavaron las membranas con PBS-
Tween20 durante 5 min, tres veces, y posteriormente se agregé el anticuerpo
primario de CREB5 (Abcam Ab168928) diluido 1:1000 en PBS, y se incubd
durante toda la noche a 4°C, en agitacion. Después de la incubacién con
anticuerpo primario las membranas se lavaron tres veces en PBS y se adiciono el
anticuerpo secundario anti-rabbit-HRP (Invitrogen G21234) diluido en PBS y se
incub6 durante 1 h a TA en agitacion. Posterior a la incubacién del anticuerpo
secundario las membranas se lavaron cinco veces durante 3 min con PBS y se

revelaron por quimioluminiscencia incubando las membranas durante 5 min con el
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reactivo ECL (Amhersham Pharmacia Biotech, USA). Posteriormente cada
membrana fue leida en un equipo ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad). A las
bandas detectadas en las membranas se les realizé un analisis densitométrico

empleando el programa mylmageAnalysis software (Thermo Scientific).

12. Clonacién

12.1 Disefio de los oligonucleétidos para el silenciamiento de CREB5

Los oligonucleétidos necesarios para generar la molécula de sh-RNA dirigida
especificamente contra el gen CREB5 fueron disefiados a partir de la base de
datos InvivoGen (https://www.invivogen.com/sirnawizard/). Se utilizé la secuencia
del transcrito principal de CREB5, del cual se obtuvieron tres posibles candidatos
(Tabla 3). Se eligieron las secuencias nombradas sh-CREB5.2 y sh-CREB5.3;
pues presentan mayor homologia con las secuencias de todas las variantes del
RNAmM de CREBS.

Tabla 3. Oligonucleétidos disefiados para el silenciamiento del gen CREB5

Nombre Posicién en el Secuencia Variante
mMRNA
SH-CREB5.1 65 GCACATTACATCATCGCTTGG 4
SH-CREB5.2 76 GCATTTATGCTCTGGCATTCG 3
SH-CREB5.3 970 GCAGAACCATCCACATCACCA 24,1

12.2 Oligonucleétidos sintetizados

Los tubos que contenian los oligonucledtidos liofilizados se centrifugaron antes de
abrir, posteriormente se agreg0 agua inyectable estéril, en el volumen indicado
para llevar a una concentracion de 100 uM, el tubo se mezcl6 por inmersién y se

aplicé vortexeo de 30 segundos.
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12.3 Hibridacion de los oligonucleétidos

Se tomé un total de 1ug/pL de cada uno de los oligonucleétidos y se afor6 a 2L
con buffer de hibridacién. Posteriormente los oligonucleétidos se hibridaron a 90°C
3 min, 37°C 1h y 4°C hasta sacar las muestras. Se comprobo la hibridacion de
los oligonucleotidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% y se visualiz6
en un foto documentador. Observandose en los oligonucle6tidos hibridados una
disminucién en su movilidad electroforética en el corrimiento electroforético esto al

comparar con los oligonucleoétidos no hibridados.

12.4 Doble restriccion del plasmido pSilencer

El plasmido pSilencer 5.1 U6 retro se tratdé con las enzimas de restriccion Hindlll y
BamHI para tener los extremos compatibles con el inserto. Previamente se verifico
gue enzimas eran convenientes utilizar y el tipo de buffer. La reaccion de

restriccion se hizo de la siguiente maneray se incubé a 37°C toda la noche.

pSilencer 1 ug 1l
Enzima Hindlll 0.1 pl
Enzima BamHI 0.5yl
Buffer 2.1 (10x) 2 pl
Agua 16.4 pl
Volumen total 20 ul

12.5 Purificacion de plasmido restringido

El plasmido digerido se resolvié en un gel de agarosa y posteriormente se cortaron
las bandas para purificar el pladsmido utilizando el kit QuiAquick. Las bandas
cortadas se pesaron y se adicionaron 3 volimenes de buffer QG dependiendo de
lo que peso el gel (si el gel peso 100mg afiadir 300uL de buffer). La muestra se
incubo 50°C 10 min en el termobloque hasta solubilizar el gel. La mezcla se pas6
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a la columna de afinidad que viene en el kit y se afladié 200 pL de isopropanol (si
el gel peso 100mg afadir 100ul de isopropanol). La muestra se centrifugd
10,000xg durante 1 min. Se descart6 el sobrenadante y se adicionaron 750 uL de
buffer TE. Si la muestra se usa para digestion 0 secuenciacion se deja reposar 5
min en el buffer de TE, se descartd el sobrenadante y nuevamente se centrifugo a
10,000xg 2min; el sobrenadante se elimind y la columna se pasé a un tubo de 1.5
ml nuevo y estéril. EI DNA plasmidico se eluyé afiadiendo 50uL de agua libre de
nucleasas a la columna y se centrifugo a 10,000xg. La muestra se cuantifico en

nanodrop y se corrié en un gel de agarosa para comprobar su integridad.

12.6 Ligacién de los insertos siRNAs dentro del plasmido pSilencer 5.1 U6

Retro

Para realizar la reaccion de ligacion el inserto generado se diluyd a una
concentracion final de 0.52 ng/ul. Posteriormente se preparoé la siguiente reaccion

de ligacion en donde la concentracion del inserto/vector fue 1:1.

50 ng pSilencer vector lineal 1.15 pl

Oligonucleétidos hibridados 0.52 ul

Buffer ligasa T4 5x 4 ul
DNA ligasa T4 1l
Agua 13.85 pl
Volumen total 20 ul

La concentracion se realizo en una relacion de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:6. Como
control negativo se prepar0o una reaccion de ligacion sin el inserto (el inserto se
sustituyé con 1 pl de solucién de hibridacion). Las reacciones de ligacion se
incubaron toda la noche a 16°C. Los productos de las reacciones de ligacién son
empleados para transformar células E. coli DH5a competentes obteniendo asi las

construcciones psilencer-CREB5.2 y psilencer-CREB5.3.
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Figura 10. Mapa del vector plasmidico pSilencer 5.1 U6 Retro. Mapa y caracteristicas del
vector plasmidico utilizado para silenciar el gen de CREB5 los oligonucledtidos fueron
clonados entre los sitios de restriccion de las enzimas Hindlll y BamHI.
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12.7 Transformacion de células competentes de E. coli DH5a

Para realizar la transformacion de los pladsmidos en las bacterias, se
descongelaron en hielo alicuotas de células competentes E. coli DH5a se tomaron
50 pl de células competentes y se mezclaron con 1 pl del plasmido pSilencer-
CREBS5 de cada construccion (50-100ng). Las células se incubaron 20-30min en
hielo y posteriormente se sometieron a choque térmico en bafio maria a 42°C
durante 90seg. Posteriormente, las células se incubaron a 4°C durante 3 min y se
les adicion6 200 pl de medio LB liquido estéril. La mezcla se incubd por 45 min a
37°C en agitacion 250rpm y se sembro en cajas de Petri con medio LB con
ampicilina. La placa se incubé a 37°C toda la noche de manera invertida. En

condiciones estériles.

12.8 Purificacion de plasmido por lisis alcalina (Miniprep)

Se seleccionaron de 10-20 colonias aisladas y se inocularon en alicuotas de 5 ml
de medio LB con 5 ul de ampicilina. Se incubaron a 37°C en agitacion durante 16
h y se tomaron 1.5 ml del cultivo para posteriormente centrifugar las células a
8000 rpm durante 3 min y se retird el sobrenadante. A la pastilla se le extrajo el
plasmido mediante lisis alcalina. La pastilla se resuspendioé en 100 pL de solucion |
fria [(glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM)] y se agito
fuertemente en vortex. Después se adicionaron 200 ul de solucién Il (NaOH 0.2 N,
SDS al 1%), se mezclé por inversion y se incub6 en hielo durante 5 min para lisar
las bacterias. Posteriormente, se agregaron 150 ul de solucién Il fria (acetato de
potasio 3 M, pH 5.2), se mezclaron por inversién y se incubaron en hielo durante 5
min. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 14,000 xg durante 10
min a 4°C. La fase acuosa se recupero, se agregaron dos volimenes de etanol
absoluto y se centrifugd a 12,000 xg durante 5 min. La pastilla (ADN plasmidico y
ARN) se dej6 secar a temperatura ambiente durante 10 a 15 min. EI ADN se re
suspendieron en 50 ul de agua estéril y el ARN se elimin6 mediante incubacion
con 1uL de RNAsa (10 mg/ml) durante 30 min a 37°C. Las muestras se
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cuantificaron y se corrieron en geles de agarosa al 1% para evaluar la integridad

de los plasmidos.

12.9 Purificacion de pldsmido para secuenciar

El plasmido se purifico utilizando el kit QuiAquick. El eluido de la lisis alcalina se
transfirio a la columna de afinidad y se agregaron 200 pl de isopropanol se
centrifugd 13,000 rpm por 1 min a 4°C, se descarté el sobrenadante y se adiciono
600uL del buffer PE se incubd por 5 minutos y se centrifugd nuevamente 2 min a
13,000 rpm a 4°C y desechd el sobrenadante. Posteriormente, se transfirié la
columna a un tubo de 1.5mL y el DNA plasmidico se eluy6 con 50 ul de agua libre
de nucleasas, se centrifugé 13,000rpm 2min a 4°C. El eluido se cuantificé por

nanodrop y se guardo a -20 hasta su uso.

13 Silenciamiento de CREB5 en la linea celular MDA-MB-231 y MCF7

Una vez que se amplificaron y purificaron los plasmidos psilencer-CREB5.2 y
psilencer-CREB5.3 se transfectaron mediante lipofeccién en las células tumorales
MDA-MB-231 y MCF7. Para la transfeccion, se sembraron 250,000 células MDA-
MB-231 y MFC7 por pozo en una placa de 6 pozos y se incubaron en condiciones
normales (37°C, 5% CO, y 21% O,), al dia siguiente las células fueron
transfectadas como sigue: (Reaccidon de transfeccién para un pozo), en un tubo
conico de 1.5 ml se colocaron 2 pg de las construccion psilencer-CREB5.2 o
silencer-CREB5.2 y se mezclaron con 150 yl de OptiMEM, por otro lado en un
tubo cénico de 1.5 ml se colocaron 9 ul de lipofectamina 2000 reagent (invitrogen)
y se mezcld con 150 pl de OptiMEM. Ambos tubos se mezclaron por pipeteo, se
les dio un spin y posteriormente se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente (TA). Al finalizar el tiempo de incubacion se mezclo el contenido de
ambos tubos en uno solo por pipeteo, se le dio un spin y se incubé por 10 minutos
a TA para permitir la formacion de los complejos Lipofectamina-DNA. Las células y

se lavaron 2 veces con PBS pH7.0, posteriormente se les adicioné 1.8 ml de
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medio DMEM sin complementar. Pasado el tiempo de incubacion se les
adicionaron los complejos lipofectamina-DNA (200 ul) correspondiente a cada
pozo, y se mezclé lentamente con movimientos circulares durante 1 min y se
incubaron las células durante 4 horas en condiciones normales. Pasado el tiempo
de incubacion se les retird el medio a las células y se les adicioné 2000 ul de
DMEM debidamente complementado, las células se incubaron en condiciones
normales durante 48 h. El silenciamiento de CREB5 se confirmé mediante

inmunodeteccion de la proteina en las células transfectadas con los plasmidos.

13.1 Secuenciacion de plasmido con inserto

Para determinar que los plasmido sh-CREB5.2 ysh-CREB5.3 realmente contenian
el inserto esperado correspondiente a las secuencias interferentes disefladas
previamente, se realizé una reaccion de PCR para llevar a cabo la secuenciacion
de éste. La reaccion de secuenciacion contenia 400-600ng de plasmido, 1 pl de
oligonucledtidos 10 uM, 2 uL de Byg Dye 5x y 3 ul de amortiguador, la mezcla se
aforo con agua. Posteriormente, la muestra se incubd en el termociclador a 96°C
1min, 96°C 10s, 50°C 5min y 60°C 4min. Los tubos se guardaron a -20°C hasta la

secuenciacion.

14. Ensayo de mimetismo vasculogénico.

250,000 células MDA-MB-231 se sembraron en cada pozo en una placa de seis
por duplicado. 24 horas después, se transfectaron con las construcciones sh-
CREB5.2 y sh-CREB5.3 durante 48 horas en condiciones normales (5% CO,, 21%
0., 37°C). Posteriormente, las células se sometieron a hipoxia (1% de O,) durante
48 horas a 37°C. Transcurrido el tiempo se realizé un cultivo en 3D, previamente
se coloco 50 ul de matrigel preparada (900 pl matrigel +100uL PBS-1x) en pozos
de una placa de 96, cuidando de no formar burbujas. La placa se incub6 a 37°C
1h. Posteriormente se sembraron 30,000 células con medio no suplementado en

cada condicion, sin transfectar, transfectadas con lipofectamina, mock,
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transfectadas con sh-CREB5.2 y sh-CREB5.3. Adicionalmente todos los grupos
fueron incubados a 37°C, 5%CO2 y 1% 02, por 12h. Se monitorearon la
generacion de tubos y nodos a través del tiempo tomando imagenes alas 0, 3,6 y
9 horas. Posteriormente, se realizo el conteo de los taubulos formados, asi como

los puntos de ramificacion o nodos representativos del mimetismo vasculogénico.
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VII RESULTADOS

15. Determinacion de la expresion del RNAm de CREB5 en muestras de

tejido y lineas celulares de cancer de mama

Con el objetivo de determinar la expresion de CREB5 a nivel de RNAmM en tejido
mamario normal y compararla con la expresion de CREB5 en tejido de carcinomas
de mama, se realiz0 una busqueda bioinformatica utilizando la base de datos
publica denominada Oncomine (http://www.oncomine.org) el cual contienen datos
de expresién de transcritos en diversos tipos de cancer humano. De este modo se
obtuvieron los resultados a nivel de RNAm en donde partiendo de 59 pacientes (6
con tejido normal de mama y 53 pacientes de tejido tumoral de mama) se
determind que el nivel de expresion de CREB5 se encuentra aumentado en
biopsias de cancer de mama y suprimido en tejido mamario normal (p<0.05)
(Figura 11A).

Por otro lado, a través del mismo software se obtuvo el nivel de expresion de
CREBS en lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MCF7, MDA-MB-
453, HCC2218 y Hs578t y se compard su nivel de expresion con la linea celular
normal de mama MCF10A, encontrandose que de igual modo la expresion de
CREBS5 se encuentra abatida en MCF10A mientras que las lineas de cancer su
expresion esta aumentado (Figura 11B). A pesar que las lineas celulares son
invasivas, la linea celular MDA-MB-231 es mas agresiva y metastasica de manera
gue estos resultados indican que el nivel de expresion de CREB5 también podria

estar relacionado con la agresividad de la linea tumoral.
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Figura 11A. CREB5 se encuentra aumentado en biopsias de cancer de mama.
En el grafico se muestran los resultados del andlisis de la expresion del RNAmM de

CREB5 en 59 biopsias (6 tejido mamario normal y 53 biopsias de cancer de
mama). La distribucion normal de los datos se muestra en barras color azul. Los

resultados se obtuvieron de los datos publicados en la base de datos publicos de
cancer Oncomine (p<0.05).
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Figura 11B. Andlisis de expresion de CREBS5 en lineas celulares de cancer de
mama y linea celular normal. En la grafica se observa una mayor expresion del
RNAmM de CREB5 en las lineas celulares tumorales mamarias MDA-MB-231,
MCF7, MDA-MB-453, HCC2218 y Hs578t comparada con la linea celular normal

MCF10A. Los datos fueron obtenidos de la base de datos publica Oncomine.
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15.1 Presencia de CREB1 en muestras de tejido mamario normal y

carcinomas

Debido a que CREBS5 es miembro de la misma familia que CREB1, se sugiere que
CREBS5 puede inducir la expresion de genes que son regulados por CREB1. El
analisis de la expresiéon de CREB5 en la base de datos The Human Protein Atlas
no arrojo ningun resultado, por lo que se decidid6 determinar la expresion
diferencial del CREB1 en tejido mamario normal y carcinoma mamario. En las
imagenes obtenidas se puede observar que CREB1 se localiza en el ndcleo y este
gue se encuentra sobrexpresado en carcinomas ductales y lobulares, mientras
que en tejido normal hay una expresion muy escasa (Figura 12). La tincion de
CREB1 se obtuvo utilizando el anticuerpo anti-CREB1 (HPA019150 Sigma-
Aldrich) que se observa como una tincion de color marrén, mientras que la tincion
con hematoxilina color azul permitié visualizar las caracteristicas morfologicas

celulares.
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Figura 12. Inmunohistoquimica de tejido mamario normal y cancer de mama
tefiidas con el anticuerpo de anti-CREBL1. La proteina CREB1 se detect6 con el
anticuerpo anti-CREB1 (HPA019150 Sigma-Aldrich) marcado de color marrén. A)
tejido mamario normal y B) muestras de cancer de mama, en la izquierda
carcinoma ductal y en la derecha carcinoma lobular. Las imagenes se obtuvieron

de The Human Protein Atlas.
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15.2 Determinacién de la expresion de la proteina CREB5 en muestras

normales de mamay tumores de mama

Para evaluar la expresion de CREBS a nivel de proteina en muestras tumorales de
pacientes mexicanas se realizaron ensayos de Western Blot a partir de los
extractos totales de proteinas utlizando el anticuerpo anti-CREB5 (abcam
ab168928). Como se ilustra en la figura 13B, en las muestras de tejido mamario
normal el nivel de expresion de la proteina de CREB5 se encuentra disminuido
mientras que en las biopsias de tumores de mama la expresion se ve aumentada
(Figura 13A). Como control de carga se utilizaron anticuerpos dirigidos contra la
proteina GADPH. Las bandas inmunodetectadas se utilizaron para llevar a cabo el
analisis densitométrico (Figura 13B). El andlisis estadistico de los resultados
mostré diferencias significativas en la expresion de CREB5S en tejidos normales y
tumorales (P<0.0005). Estos datos estdn de acuerdo con los resultados de la

expresion de CREB5 a nivel de mRNA en los tejidos tumorales mamarios.
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Figura 13. La proteina de CREB5 se sobreexpresa en tumores de cancer de
mama. (A) Analisis de Western Blot para evaluar la expresion diferencial de la
proteina CREB5 en tejido tumoral y tejido mamario normal. (B) Analisis
densitométrico de las bandas inmunodetectadas en A. Los experimentos se
realizaron por triplicado y los resultados fueron representados como media + S.D.
Las diferencias significativas se analizaron por analisis de varianza (ANOVA). Un

valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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15.3 Efecto del miR-204 sobre la expresion de la proteina CREB5 en lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF7

Para evaluar si la restauracion del miR-204 era capaz de inhibir la expresion de la
proteina CREB5, se transfecto el precursor del miR-204 en las células MDA-MB-
231 y MCF7 a una concentracion de 30 nM. Posteriormente, se realizé la
inmunodeteccion de la proteina CREBS5 utilizando el anticuerpo anti-CREB5
(abcam ab168928) a través de Western Blot.

Los resultados indican que la restauracién del miR-204 en estas lineas celulares
fue capaz de disminuir significativamente el nivel de expresion de CREB5 con
respecto a las células transfectadas con la secuencia scramble utilizada como
control negativo (Figura 14A). Las proteinas inmunodetectadas en el panel A se
utilizaron para llevar a cabo el andlisis densitométrico de las bandas y el analisis
estadistico de éstas mostro diferencias significativas (Figura 14B). Lo anterior
sugiere que el miR-204 tiene como gen blanco directo a CREBS.

57



A) Scramble miR-204

.— @ = @CREB5
- GNP GNP GNP «C/PDH
N~ ™ N~ ©

L °N° L 8
g o g 4
= =
S 5
= =
B)
1.2—
e
e 1.0 _ ==
0ce 0.6
@ o< |
©8C 04
o T
g 024 ==
Ll
0.0
miR204 - + - +

MDA-MB-231 MCF-7

Figura 14. Mir-204 inhibe la expresion de la proteina CREBS5. (A) Andlisis de
Western Blot para determinar la expresion de la proteina CREB5 en lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF7 transfectadas con el miR-204 (30 nM) vy
transfectadas con una secuencia scramble como control. La proteina GAPDH se
utilizé como control de carga. (B) Cuantificacion densitométrica del nivel de
expresion de las proteinas inmunodetectadas en el panel A. Las diferencias
significativas se analizaron por andlisis de varianza (ANOVA). Un valor de p<0.05

fue considerado estadisticamente significativo.
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15.4 Silenciamiento de CREBS5 en lineas celulares de cancer de mama

Para determinar el efecto del silenciamiento de CREB5 en la proliferacion celular y
el mimetismo vasculogénico primero diseflamos dos shRNAs especificos, los
cuales se clonaron en el vector pSilencer RETRO U6 para generar dos
construcciones plasmidicas denominadas pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-
CREB5.3. Los detalles de la secuencias de los dos shRNAs y la clonacion y
verificacion de las clonas obtenidas se detalla mas adelante al final de la seccion
de resultados (Figura 18-22). Las construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-
CREBS5.3 contienen los oligonucleétidos disefiados sh-CREB5.2 y sh-CREB5.3 los
cuales estan dirigidos para unirse especificamente a dos regiones del gen CREBS.
Posteriormente, ambas construcciones fueron transfectadas en las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF7 y se realizaron ensayos de Western Blot a partir
de extractos de proteinas totales para determinar la efectividad de los siRNAs en

el silenciamiento de CREBS5.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la expresion de CREBS en
las células transfectadas con ambas construcciones pSilencer-CREB5.2 y
pSilencer-CREBS.3. El silenciamiento de CREB5 mediante la construccién del sh-
CREB5.3 es mayor que en la construccion sh-CREB5.2 en ambas lineas
celulares. Ademas el silenciamiento de CREB5 fue considerablemente mayor en la
linea celular MDA-MB-231 que en MCF7. El nivel de expresion de GADPH fue
utilizado como control de carga (Figura 15A). Las imagenes de las proteinas
inmunodetectadas en el panel A se utilizaron para llevar a cabo el analisis
densitométrico de las bandas y el andlisis estadistico de éstas mostré diferencias

significativas (Figura 15B).
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Figura 15. Determinacion del efecto del sh-CREB5 en el silenciamiento en la
expresion de CREB5. (A) Ensayo de Western Blot para determinar el
silenciamiento de la expresion CREB5 posterior a la transfeccion de las dos
construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3 en células MDA-MB-231
y MCF7. La proteina de CREB5 fue inmunodetectada con el anticuerpo anti-
CREBS5 (abcam ab168928). La proteina GADPH se utiliz6 como control de carga.
(B) Cuantificacién densitométrica de las bandas inmunodetectadas en el panel A.
La significancia estadistica se determin0 mediante la prueba t-student, valores

inferiores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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15.5 Efecto del silenciamiento de CREBS5 en la proliferacién celular en lineas

celulares de mama

El impacto del silenciamiento de CREB5 se evalu6 también en la proliferacion de
la linea celular MDA-MB-231 a las 3, 6, 12 y 24 horas postransfeccion con las
construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3 mediante ensayos de
MTT. Para ello se sembraron 10,000 células MDA-MB-231 en placa de 96 pozos
bajo las siguientes condiciones: células control, células mock con lipofectamina,
células transfectadas con la construccién sh-CREB5.2 y células transfectadas con

la construccion sh-CREBS5.3.

Los resultados mostraron que la proliferacion de las células control y mock
incremento con respecto al tiempo. Interesantemente, las células que fueron
transfectadas con las construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3
mostraron una disminucion significativa en la proliferacion celular durante las
primeras 3 horas (Figura 16A). La disminucion en la proliferacion celular se vio
mayormente afectada por la construccion pSilencer-CREB5.3. Por otro lado se
observo el efecto del silenciamiento de CREBS en el porcentaje de células viables
(Figura 16B). Por otra parte, las células transfectadas con las construcciones
pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3 mostraron una disminucién menor en la
viabilidad en comparacion con los controles. Estos datos indican que CREB5
podria estar regulando genes implicados con la proliferacion y viabilidad celular en

cancer de mama.
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Figura 16A. Efecto del silenciamiento de CREB5 en proliferacion celular. Se
efectu6 el ensayo de proliferacion celular en la linea celular MDA-MB-231
transfectadas con 2 pg de ambas construcciones pSilencer-sh-CREB5.2 y
pSilencer-sh-CREB5.3 a periodos de 0, 6, 12 y 24 horas. Las diferencias de
proliferacion celular en las condiciones control y mock (P<0.002) fueron
estadisticamente significativas, asi como las condiciones sh-CREB5.2 y sh-
CREB5.3 (p=0.00515). Las barras de error representan el error estandar de la
media de tres experimentos. La significancia estadistica se determiné mediante la
prueba t de student y valores inferiores de p<0,005 se consideraron

estadisticamente significativos.
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Figura 16B. Efecto del silenciamiento de CREB5 en la viabilidad de las
células. Analisis morfolégico de la linea celular MDA-MB-231 transfectadas con
las construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3. Después de 24

horas se evalué la morfologia celular mediante microscopia Optica.
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15.6 Efecto del silenciamiento de CREB5 en la formacion del mimetismo

vasculogénico.

Previamente hemos reportado que la restauracion del miR-204 inhibe el
mimetismo vasculogénico en células tumorales de cancer de mama MDA-MB-231
y Hs578t en condiciones de hipoxia [Salinas-Vaera Y, 2019]. Con el objetivo de
determinar si el silenciamiento especifico de CREB5 inhibe la formacién de
estructuras tipo capilar en condiciones de hipoxia en las células MDA-MB-231
realizamos ensayos de mimetismo vasculogénico bajo las siguientes condiciones:
células control sin transfectar, células mock y células transfectadas con las
construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3. Los resultados
muestran la formacion de las estructuras tipo capilar en 3D durante 0, 3, 6, 9,y 12
h en las células MDA-MB-231 control bajo condiciones de hipoxia. Las células
control y mock después de incubacién en un microambiente hipéxico (1% O,) y
baja concentracién de nutrientes formaron estructuras en 3D tipo capilar dentro de
las primeras 3 horas de incubacién en matrigel y estas estructuras fueron
progresando conforme transcurrié el tiempo (Figura 17A). Interesantemente, las
células transfectadas con las construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-
CREB5.3 y silenciadas para CREB5 no formaron las estructuras tipo capilares las

cuales fueron crecidas en las mismas condiciones que las células control y mock.

Posteriormente se realiz6 el conteo de las estructuras tipo capilar (tubos y nodos)
formados a partir de las imagenes obtenidas. El nimero de tubos y nodos (puntos
de ramificacion) en las células control y mock incrementaron respecto al tiempo;
mientras que en las células transfectadas con las construcciones pSilencer-
CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3 no se cuantificaron debido a que estas estructuras

no se formaron (Figura 17B).
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MDA-MB-231
Control Mock sh-CREB5.2 sh-CREB5.3

Figura 17A. El silenciamiento de CREBS5 inhibe la formacion del mimetismo
vasculogénico en la linea celular MDA-MB-231. Columna 1, células control.
Columna 2, células mock. Columna 3, células transfectadas con la construccion
pSilencer-CREB5.2 y columna 4, células transfectadas con el pSilencer-CREB5.3.
La formacion de estructuras tubulares en 3D fue evaluada a las 0, 3, 6 y 9h de

incubacion sobre matrigel.

65



A)
150

PeD.0001 [ Contre
Mok
5
s mOE
g 1004 B casss:
_':\'.I D CREES.S
g
g
S sp
o 3h Eh Gh

Tiemipo | Horas)

B)

Pa1 D001

20 -

Namera de nodas
&
|

Figura 17B. El silenciamiento de CREB5 inhibe la formacion de tubos y
nodos. Las gréaficas representan la cuantificacion de estructuras tipo capilar
después de las 0, 3, 6 y 9 h bajo condiciones de hipoxia. (A) Cuantificacién de los
tubos capilares. (B) Cuantificacion de nodos (puntos de ramificacion). Las gréaficas
se realizaron a través de GRAPH PRISM version 08. La significancia estadistica
se determiné mediante la prueba t de student y valores inferiores de p<0,005 se
consideraron estadisticamente significativos. Los datos fueron expresados como
promedio + SEM (error estandar de la media) p<0.001.
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15.7 Clonacién de laregiéon 3’'UTR del gen CREBS5 en el vector pSilencer
5.1 U6 retro.

Para inducir el silenciamiento de CREBS5 primero se hibridaron los oligonucleétidos
sentido y antisentido dirigidos contra CREB5 (Figura 18). Posteriormente, se
realizé una doble digestion del plasmido pSilencer para linealizar el vector (Figura
19). Una vez que el plasmido se lineariz6, se clono en el vector pSilencer 5.1 U6
retro la secuencia de CREB5 correspondiente a los oligonucleotidos hibridados.
Finalmente, se evalud la integridad de las construcciones plasmidicas obtenidas
pSilencer-CREB5.2 y pSilencer-CREB5.3 (Figura 20 y 21).
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Figura 18. Hibridacién de los oligonucleétidos de CREB5 visualizada en una
electroforesis analitica en gel de agarosa al 1 %. Carril 1, marcador de 100pb. Carril 2,
oligonucledtido sentido de la region 3’'UTR del gen CREB5.2. Carril 3, oligonucleétido
antisentido de la region 3’'UTR del gen CREB5.3. Carril 4, oligonucleétidos hibridados de
la construccion CREB5.3. Carril 5, vacio. Carril 6, oligonucleétido sentido de la region
3'UTR del gen CREB5.2. Carril 3, oligonucleétido antisentido de la region 3'UTR del gen
CREBS5.2. Carril 4, oligonucleétidos hibridados de la construccion CREB5.2.

Figura 19. Doble digestién del plasmido pSilencer con las enzimas de restriccion
Hindlll y BamHI. Carril 1, plasmido pSilencer sin digerir. Carril 2-7, doble digestion del
plasmido pSilencer 5.1 U6 retro con las enzimas Hindlll y BamHI. Carril 8, marcador de
1Kb. Carril 9, reaccion con Hindlll. Carril 10, reaccion con BamHI. Electroforesis en gel de

agarosa al 1%.
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Figura 20. Obtencion del plasmido de las colonias obtenidas del proceso de
ligacion. Carril 1, marcador de tamafio molecular. Carril 2-6, plasmidos con la

construccion pSilencer-CREB5.2. Carril 7-11, plasmidos con la construccion
pSilencer CREB5.3.

Figura 21. Plasmido pSilencer-CREB5 purificado. La purificacion del plasmido

se realiz6 usando el kit QuiAquicK Carril 1, marcador. Carril 2, vacio. Carril 3,
pSilencer-CREB5.2. Carril 4, pSilencer-CREB5.3.
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Para verificar la integridad y veracidad de las secuencias clonadas del sh-CREB5
en el vector pSilencer 5.1 U6 retro se realizo la secuenciacion automatica de las
construcciones pSilencer-CREB5.2 y pSilencer5.3. Los resultados muestran que
los plasmidos purificados contienen las secuencias de ADN disefiadas para el
silenciamiento de CREB5 (Figura 22) y las secuencias que formaran la burbuja (la

hibridacién de la secuencia sentido y antisentido formarén la estructura del tallo).
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Secuenciacion
5.2C3

ACCCATCGGCCCCCGTCCTCTCCCCCTTGACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCBATEETCCCTTTATCCAGE
CTTTTTACCTTCACTAGGCGCCGGAATTAGATCGATCTCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTTTCCA
AAARAGCATTTATGCTCTGGCATTCGTGTICITGARCGAATGCCAGAGCATAAATGCGBATEECGCGTCC
TTTCCACAAGATATATAAACCCAAGAAATCGAAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATT
TTAAAACATAATTTTAAAACTGCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTTTGTACTAA
TATCTTTGTGTTTACAGTCAAATTAATTCTAATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATGCAAATATG
AAGGAATCATGGGAAATAGGCCCTCTTCCTGCCCGACCTTGGCGCGCGCTCGECGCGCGETCACGCTC
CGTCACGTGGTGCGTTTTGCCTGCGCGTCTTTCCACTGGGGAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTT
CCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCT
GGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGLG
CCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGAAAGTTCCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTTCTGCAGGACGTGA
CAAATGGAAGTAACACCGTTCTCACCTAGTCTCGTGCAAATGGGACAGCAACCGCTGAACCATTGGGA
GGCGGGTAGGCLTTTTGGGGCAGCGGCCCATTAGCACTTTTGCTTCCTTCGGCTTTTCGGGCTCAAAGG
CTGGGAAAGGGGTGGGGTCCGEEEEECEGGGCTCAGGGECGGGGCTCAGEEECGGGEGGCEEEEE
CCCCGAAAGGGTCCCTCGGAGAGGGCCCGGGATTTTGGGCCGGCTTTCAAAAACCGCAGGTCTGGGE
CGGGCGGGTTCTTCCTCTTCCTCCTATCGCGGGGCCTTTTGAACCTGGGAGCCAAGCTTGTTACATTGTA
CCGGAAGTACAAGGCCTCAGGGGGGGGGGCTTGGCAACGGCGAGAGAACACGACAGTCTCCAAGTG
GGCGAGTATGAGAACCACTCT

5.3C6

CCCTCCGGCCCCGGTCTCTCCCCCTTGACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCEATEETCCCTTTATCCAGCCC
TTATTCCTTCTCTAGGCGCCGGAATTAGATCGATCTCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTTTCCAAA
AAAGCAGAACCATCCACATCACCATEICTTGAATGGTGATGTGGATGGTTCTGCGGATCC
CGCGTCCTTTCCACAAGATATATAAACCCAAGAAATCGAAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGAT
AGTCCATTTTAAAACATAATTTTAAAACTGCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTT
TGTACTAATATCTTTGTGTTTACAGTCAAATTAATTCTAATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATG
CAAATATGAAGGAATCATGGGAAATAGGCCCTCTTCCTGCCCGACCTTGGCGCGCGCTCGGCGCGCGE
TCACGCTCCGTCACGTGGTGCGTTTTGCCTGCGCGTCTTTCCACTGGGGAATTCTACCGGGTAGGGGAG
GCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGT
GGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCETTCTTTGGTGGLCLC
TTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGA
CGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAA
GCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTTGCTCCTTTCGCTTTCTGGGCTCAAAGGCTG
GGAAGGGGTGGGGTCCGGGGGCGGGCTCAAGGGCGGGLTTCAGGCGGGCCGGCGCCCGAAGGTCCT
CCGAAGCCGGCATTCTGCCACGCTTCCAAAGGCGCCACGTCTGCGCGCTGTTCCTCCTCTCCTCATCTCG
GCCCTTTCGAACCTGCAGCCAGCTAGCTACATGACCGAGTACAACCCACGGTGGGCTTGCATCGGACG
ACGTCCTAAGTGGACGTTTATG

Figura 22. Validacién del inserto de los oligonucleétidos del sh-CREB5 en el
plasmido pSilencer 5.1 U6 retro. Secuencia del plasmido pSilencer 5.1 U6 retro
con el inserto de sh-CREB5. En morado se muestra la secuencia que formara el
loop o burbuja, en verde el sitio de corte de las enzimas de restriccion, en amarillo

la secuencia del sh-CREB5.2 y en magenta la secuencia del sh-CREB5.3.
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VIII. DISCUSION

El cancer de mama es un problema de salud publica con mayor mortalidad en
mujeres tanto en México como a nivel mundial. A pesar de los grandes esfuerzos
para combatir y erradicar esta enfermedad la incidencia de cancer de mama va en
aumento. Por ello encontrar nuevas herramientas y/o marcadores que ayuden al
prondstico y tratamiento en este tipo de enfermedad es de vital importancia para

aumentar la sobrevida de los pacientes.

La proteina CREB5 es miembro de una familia de factores transcripcionales que
regulan diferentes procesos bioldgicos como diferenciacion y crecimiento celular;
aumento en la expresion de CREB esta relacionado con aumento en la
proliferacion y migracion celular asi como una disminucion de la apoptosis
[Steven et al., 2016]. Multiples quinasas pueden mediar la activacion de CREB5 a
partir de la fosforilacién en la serina 133, regulando genes que contengas un sitio

CRE en su promotor.

Pocos estudios se han publico respecto a la expresion de CREB5 en cancer.
Algunos reportes muestran la expresion de CREB5 en diferentes tipos de cancer
como cancer de ovario [He et al., 2017], cancer colorectal [Qi et al 2014] y cancer
de pulmoén [Seo et al., 2008 y Linnerth et al., 2005], sin embargo hasta el momento
no hay reportes que correlacionen la funcién de este factor transcripcional en

cancer de mama.

El andlisis de la base de datos Oncomine demostré que la expresion de CREB5 a
nivel de RNAmM se encuentro aumentada tanto en tumores como en lineas
celulares de cancer de mama sugiriendo que la proteina actia como un oncogén.
Estos datos fueron corroborados experimentalmente mediante la inmunodeteccion
de CREBS a nivel de proteina en ensayos de western blot con proteinas obtenidas
de biopsias tumorales de pacientes Mexicanas. Los resultados demuestran un
aumento en la expresion de CREB5 en tumores de mama comparado con la

expresion del tejido mamario normal.
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Los microRNAs han tomado gran relevancia en cancer ya que se ha visto que
estos regulan la expresion de genes involucrados en diversos procesos biolégicos
incluidos el desarrollo y progresién del cancer.

Anteriormente Flores y colaboradores reportaron que el miR-204 se encontraba
reprimido en tumores y lineas celulares de cancer de mama; ademas se realizé un
analisis del transcriptoma de las células transfectadas con el miR-204 donde se
encontrd la modulacion de alrededor de 500 genes entre los se encontré a CREB5
[Flores y col 2016]. Por ello confirmamos si CREBS era blanco directo de miR-204
mediante un ensayo de inmunodeteccion y al restaurar la expresion de este
MIiRNA en lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 verificamos que la expresion
disminuy6é considerablemente comparadas con las lineas celulares sin la

restauracion del miR-204 donde CREBS5 se encontraba aumentado.

La formacion del mimetismo vasculogénico es un proceso que se lleva a cabo por
células agresivas para generar nuevos canales y permitir la perfusion de sangre a
tejidos tumorales, ademas participa en la diseminacion de progresion del cancer y
metéstasis [Ge et al., 2018]. Recientemente, hemos reportado que la restauracién
del miR-204 en linea celular MDA-MB-231 inhibe la formacion del mimetismo
vasculogénico a través de la inhibicion de diversas rutas de sefalizacion [Salinas
Vera et al., 2018].

En el presente estudio demostramos por primera vez que el CREB5 podria estar
participando en la formacion del mimetismo vasculogénico en cancer de mama ya
que el silenciamiento de este factor transcripcional inhibié considerablemente el
namero de tubos y nodos formados en condiciones de hipoxia. Este es el primer
estudio que reporta la asociacion de CREB5 con el mimetismo vasculogénico en

cancer de mama.

CREB y CREB5 inducen la transcripcibn al unirse al elemento CRE
(5"TGACGTCAZ3"); por otro lado HIF1a reconoce la secuencia consenso HRE (5-
'ACGTG-3') ambas secuencias tienen en comun 4 bases (5-ACGT-3"), Mayr B
reporté que CREB5S también tiene la capacidad de reconocer una secuencia CRE
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incompleta (Mayr et al., 2001). Por lo tanto, CREB5 se une no solo al promotor de
CREB1 si no también en regiones promotoras de HIF1A. Esto indicaria que
CREBS tenia la capacidad de regular genes que tienen la secuencia HRE en su
promotor. Con base en estas observaciones suponemos que CREBS5 podria
competir con otros factores por la unién al sitio HRE y modular genes asociados a
la respuesta a hipoxia que ocurre durante las etapas tempranas del mimetismo

vasculogénico.

Por otra parte demostramos que CREB5 también participa en proliferacion celular
en cancer de mama. El efecto del silenciamiento de CREB5 mediante sh-RNAs
mostré una disminucién considerable en la proliferacion en las lineas tumoral
MDA-MB-231 a partir de las primeras 3 horas de haber inducido el silenciamiento,
mientras que aquellas células que no fueron tratadas la proliferacion iba

aumentando conforme al tiempo.

Otro mecanismo afectado por el silenciamiento de CREBS fue la viabilidad de las
células de cancer de mama, como se pudo observar a través del microscopio la
proporcion de células vivas que expresaban sh-CREB5 era significativamente
menor que las células control y mock que no fueron transfectadas con el siRNA. El
porcentaje de la viabilidad celular se determin6é con azul de tripano a las 24h; las
células control y mock no transfectadas con el siRNA mostraban un 90% de
células vivas, mientras que las células que expresaban el sh-CREB5 mostraron un

50% de células viables.

En conjunto, nuestros datos experimentales demuestran que el factor de
transcripcion CREB5 se sobreexpresa en los tejidos tumorales y lineas celulares
de cancer de mama. Funcionalmente, el silenciamiento in vitro de CREB5 produjo
una disminucién en la proliferacion celular y la viabilidad; asi como una inhibicion
del mimetismo vasculogénico. Esos datos sugieren que CREB5 pudiera

representar un nuevo blanco terapéutico en cancer de mama.
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VIIIl. CONCLUSIONES

. La expresion de CREB5 a nivel de RNAm y proteina se encuentra aumentada en
los tumores de mama y en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231y
MCF-7; mientras que en tejido normal de mama y la lineas celular MCF10A su

expresion se encuentra inhibida.

. La restauracion del miR-204 en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 inhibe

significativamente la expresion de la proteina CREB5

. El silenciamiento de CREB5 mediante el uso de dos shRNAs resulto en la

disminucién de la proliferacion y la viabilidad celular de la linea celular MDA-MB-
231

. El silenciamiento de CREB5 mediante el uso de dos shRNASs inhibi6é la formacion

del mimetismo vasculogénico en la linea celular MDA-MB-231.
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Xl. ANEXOS

Durante el desarrollo de la presente Tesis de licenciatura participe en la
publicacion de un estudio relacionado al mimetismo vasculogénico en céancer de
mama.
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