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RESUMEN

Los RNA largos no codificantes (INcRNA) son moléculas reguladoras de >200 nt de
longitud que no tienen un marco de lectura abierto, por lo que no tienen la capacidad
de codificar proteinas. Los IncRNA funcionan como reguladores maestros de la
expresion génica a nivel transcripcional y postranscripcional y su desregulacion se ha
relacionado con el cancer. En los ultimos afios, la implementacion de cultivos celulares
tridimensionales (3D) ha revolucionado el estudio del cancer. Los cultivos 3D se
caracterizan por utilizar andamiajes de matrigel enriquecidos en proteinas de la matriz
extracelular que promueven la formacion de estructuras 3D de células cancerosas.
Estas estructuras 3D pueden formar gradientes tanto de nutrientes como de oxigeno
simulando un entorno celular como los tumores in vivo. Recientemente informamos de
un perfil de expresion de IncRNA en todo el genoma en células de cancer de mama
BT-474 luminal subtipo B cultivadas en un microambiente 3D. En particular, el IncRNA
LINC01087 se sobreexpresd en cultivos 3D en comparacion con cultivos 2D en
monocapa. En la presente investigacion, estudiamos el papel funcional del eje de
corregulacion LINC01087/miR 130a-30/FOXAl1l en células de cancer de mama
cultivadas en 2D y 3D. El silenciamiento de LINC01087 en cultivos 2D y 3D utilizando
siRNAs resultd en una disminucion de la viabilidad celular, la proliferacion y la
migracion, asi como en el deterioro de las capacidades de mimetismo vasculogénico.
En cultivos 3D, las células deficientes en LINC01087 mostraron un fenotipo anormal
(con respecto a la morfologia reportada en la literatura), las células se observaron con
un contorno rugoso y tortuoso. Ademas, las células deficientes en LINC01087
mostraron un cambio significativo en el tamafio y el nUmero de estructuras 3D en
comparacion con las células no tratadas. Ademas, tanto las células deficientes en
LINC01087 como las células que sobreexpresan miR130a-3p mostraron una menor
abundancia de la proteina FOXAL, el objetivo previsto de miR130a-3p. Estos datos
sugieren que los procesos celulares afectados pueden estar regulados indirectamente
por el eje LINC01087/miR-130a-3p/FOXAl. En conclusion, LINC01087 es una
molécula clave importante en la modulacién de algunas caracteristicas del cancer de
mama en cultivos en monocapa 2D asi como en 3D, lo que sugiere que podria ser un

objetivo terapéutico potencial en terapias contra el cancer de mama.
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ABSTRACT

Long non-coding RNAs (IncRNAS) are regulatory molecules of >200 nt length that do
not have an open reading frame, so they can’t encode proteins. LncRNAs function as
master regulators of gene expression at the transcriptional and post-transcriptional
levels, and their deregulation has been linked to cancer. Implementing three-
dimensional (3D) cell cultures has revolutionized cancer studies in recent years. 3D
cultures are characterized by matrigel scaffolds enriched in extracellular matrix
proteins, which promote the formation of 3D structures of cancer cells. These 3D
structures can form gradients of both nutrients and oxygen, simulating a cellular
environment like tumors in vivo. We recently reported a genome-wide expression
profile of INcCRNAs in BT-474 luminal B subtype breast cancer cells grown in a 3D
microenvironment. Remarkably, the IncRNA LINC01087 was overexpressed in 3D
cultures compared to monolayer 2D cultures. In the present investigation, we studied
the functional role of LINC01087/miR 130a-30/FOXAL co-regulation axis in breast
cancer cells grown in 2D and 3D. The silencing of LINC01087 in 2D and 3D cultures
using siRNAs resulted in decreased cellular viability, proliferation, and migration and in
the impairment of vasculogenic mimicry abilities. In 3D cultures, the LINC01087-
deficient cells showed an abnormal phenotype; the cells were observed with a rough
and tortuous contour. Moreover, LINC01087-deficient cells showed a significant
change in the size and number of 3D structures compared to untreated cells. In
addition, both LINC01087- deficient cells and cells that overexpress miR130a-3p
showed a lower abundance of the FOXAL1 protein, the predicted target of miR130a-3p.
These data suggest that the affected cellular processes may be indirectly regulated by
the LINC01087/miR-130a-3p/FOXA1 axis. In conclusion, LINC01087 is a key molecule
important in the modulation of some hallmarks of breast cancer in 2D monolayer
cultures and in 3D, suggesting that it could be a potential therapeutic target in breast
cancer therapies.
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| INTRODUCCION

1. Cancer de mama

1.1 Cancer y caracteristicas del cancer

El cancer es un término que agrupa a un conjunto de patologias relacionadas entre si,
en donde la caracteristica principal es el crecimiento anormal y descontrolado de las
células, las cuales poseen la capacidad de diseminarse a otros 6rganos. Estas células
suelen presentar alteraciones en su genoma que pueden ir desde mutaciones
puntuales hasta mutaciones en multiples sitios en diversos genes (Roy and Saikia,
2016).

La teoria mutacional del cancer afirma que existen mutaciones “impulsoras” las cuales
promueven la capacidad proliferativa de las células, estas mutaciones impulsoras se
generan mediante mdltiples procesos, entre los que destacan, la exposicién a
mutagenos enddgenos y exdgenos, edicion aberrante del DNA y errores en el proceso
de replicacién del DNA, estos procesos dan como resultado la expresién de oncogenes
con funcion dominante y genes supresores de tumores con pérdida de funcion

recesiva.(Nik-Zainal et al., 2016).

Partiendo de los cambios dinamicos que ocurren en el genoma de las células
cancerosas, un grupo de investigadores proponen seis alteraciones esenciales en la
fisiologia celular (Hanahan and Weinberg, 2000) que ocurre en los mas de 100 tipos
distintos de cancer, sin embargo, conforme las técnicas de estudio molecular avanzan,
se han incorporado mas alteraciones fisiologicas. En la actualidad se conocen 14
procesos que se alteran en el funcionamiento fisiolégico de la célula conocidos como
las caracteristicas del cancer, lo cuales proporcionan un amplio y claro

comportamiento de un crecimiento maligno (Hanahan, 2022).
Caracteristicas del cancer

Como se mencion6 en el apartado anterior, las células cancerosas conforme van
proliferando son capaces de presentar un conjunto capacidades adquiridas que
conducen a una ruptura o alteracion en los mecanismos de defensa integrados en

todas las células, los cuales se encargan de mantener la homeostasis celular. A
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continuacion, se hara una breve descripcion de las cinco caracteristicas mas

representativas.
- Autosuficiencia en sefales de crecimiento.

La autosuficiencia en las sefiales de crecimiento es una capacidad adquirida en células
cancerosas y su importancia radica en la reduccion de la capacidad de percepcion de
la estimulacion exégena del crecimiento lo que resulta en una alteracién en la
homeostasis celular y, a su vez, proporciona autonomia para que las células
cancerosas generen sus propias sefales de crecimiento mitogénico (factores
mitogénico y sustratos para integrinas) a través de un circuito de estimulacion
autocrina , es decir, en células sanas la percepcion de estos factores son cruciales

para la proliferacion celular. (Hanahan and Weinberg, 2000).
- Insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento

La insensibilidad a las sefales anti-crecimiento es una capacidad adquirida en las
células cancerosas y es un proceso clave para la proliferacién y posterior diseminacion
celular. Las células tumorales desarrollan esta capacidad mediante mecanismos
genéticos (mutacién, delecion) y epigenéticos (metilacion, acetilacion) al evadir a las
moléculas supresores de tumores (Amin et al., 2015). Por ejemplo, la disminucion de
la expresion de P16INK4A lleva a una rapida y facil activacion de CDK4 (quinasa
dependiente de ciclina 4) que es dependiente de ciclina 6. Estas moléculas se
encargan de la activacion de la proteina Rb lo que lleva a una transcripcion por E2F
de genes que se encuentran implicados en la entrada al ciclo celular, por ejemplo, la
transcripcion del gen p16 (impulsado por E2F) impacta en la progresion del ciclo celular
desde la fase G1 y su transicion a la fase S (Veganzones-de-Castro et al., 2012). La
inhibicién de E2F mediante pRb resulta en la supresién de la progresion del ciclo

celular, la replicacion del DNA, la apoptosis entre otros (Classon and Harlow, 2002).
- Evasion de la apoptosis

Las células tumorales poseen la capacidad de activar mecanismos extraordinarios
para evadir la apoptosis. La estrategia mas estudiada es la disminucion de la expresiéon
del gen supresor de tumores por excelencia P53, la cual se ha observado en mas del

50% de los canceres humanos (Sharma, Boise and Shanmugam, 2019).
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Se tiene conocimiento de dos vias que desembocan en una muerte celular
programada; la extrinseca e intrinseca. Particularmente la via intrinseca se altera en
las células cancerosas, ya que esta regulada por el metabolismo celular. La via
intrinseca resulta en la activacion de proteasas especificas de cisteina aspartil y su
funcion radica en escindir proteinas que conducen a una muerte celular, esta via se
encuentra regulada fuertemente por el equilibrio de proteinas de la familia BCL-2 pro
y anti apoptéticas (Sharma, Boise and Shanmugam, 2019). Especificamente en las
células tumorales las proteinas BCL-2 anti-apoptoticas se encuentran en abundancia
mientras que las proteinas BH3 proapoptéticas se subexpresan, estas Ultimas
proteinas evitan el inicio de la maquinaria apoptética. A pesar de contar con este
mecanismo, las células tumorales son susceptibles a la apoptosis debido a su

heterogeneidad celular (Yip and Reed, 2008).
- Angiogénesis sostenida

La angiogénesis es la capacidad que poseen las células cancerosas para realizar su
propia vascularizacién, es decir, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
una vasculatura preexistente. Este proceso es clave para la progresion tumoral, ya que
permite que las células capturen tanto oxigeno como nutrientes que promueven la

proliferacion descontrolada (Hanahan and Weinberg, 2000)

A pesar de que este proceso ocurre de manera natural y sumamente controlado en
condiciones fisiologicas y en estados como embriogénesis y el ciclo menstrual, las
células tumorales se encuentran realizando este proceso sostenidamente.
Molecularmente este proceso se da por un desequilibrio entre los factores
estimuladores (Factor de crecimiento endotelial vascular VEGF-A) e inhibidores,
(anticuerpos monoclonales que reconocer a VEGF, adhiriéndose a él y evitando la
activacion de su receptor), estos, aunados al microambiente tumoral es lo que lleva a

un estado pro angiogénico (Saman et al., 2020).

VEGF es una molécula sumamente importante debido a que regula a las células madre

mesenquimales cancerosas (CMM). Las CMM son las encargadas de suprimir el

crecimiento tumoral inhibiendo la angiogénesis, induciendo el arresto del ciclo celular

y la apoptosis, por lo tanto es crucial en el inicio de la tumorogénesis contribuyendo a

la transicion epitelio-mesenquimal (Moradi-Gharibvand and Hashemibeni, 2023), esta
16



transicion lleva a la secrecion de enzimas proteoliticas como las metaloproteasas de
la matriz extracelular (MEC) asi como una pérdida de polaridad celular y a posteriores
cambios citoesqueléticos, lo que resulta en una aumento en la motilidad celular y la
pérdida de la E-cadherina, por lo que se ha observado una menor adhesion celular,
provocando asi, un aumento en la supervivencia y proliferacion celular (Fantozzi et al.,
2014).

Recientemente se ha relacionado el proceso molecular que ocurre en la angiogénesis
con el mimetismo vasculogénico, el cual es un proceso vital para la progresion tumoral.
El mimetismo vasculogénico es un proceso de microcirculacion tumoral propuesto por
Maniotis y colaboradores en 1999 (Maniotis et al., 1999). A pesar de que tanto la
angiogénesis como el mimetismo vasculogénico tienen como objetivo la formacién de
vasos sanguineos para el suministro de sangre en los tumores solidos la diferencia
entre uno y otro radica en el origen de estos vasos sanguineos (Figura 1). En el
mimetismo vasculogénico la formacion de los vasos sanguineos no depende de las
células endoteliales como en la angiogénesis clasica, si no que existen varios
mecanismos a los que se le atribuye esta formacién de canales como la transicion
epitelial-mesenquimatosa, por ejemplo, las células madres cancerosas, asi como
diversas vias de sefializacibn como la de la cadherina endotelial vascular (VEC),
fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), metaloproteasas, entre otras (Luo et al., 2020). En
general el mimetismo vasculogénico se ha relacionado con un mal prondéstico en
pacientes con tumores malignos, a su vez, se ha correlacionado positivamente con la

progresion tumoral, invasién y metastasis (Liu et al., 2016)
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Figura 1. Origen celular de vasos sanguineos en tumores sélidos. A.
Angiogénesis; Se reclutan células progenitoras endoteliales (células rojas) y
células endoteliales (amarillas) para la formacion de los vasos sanguineos
tumorales. B. Mimetismo vasculogénico; Este sistema de microcirculaciéon no
depende de las células endoteliales, se encuentran revestidas por células
tumorales similares a las células endoteliales (células moradas). Tomada y
modificada de Luo, et al, 2020.

1.2 Glandula mamaria y cancer de mama

La glandula mamaria es un 6rgano muy dinamico que se encarga de procesos tales
como la lactancia por lo que se encuentra en constante cambio desde la embriogénesis
hasta la menopausia. Este 6érgano se compone de una serie de conductos ramificados
que conectan, a los acinos (unidades glandulares funcionales) con el pezén, posee
varios tipos de células diferentes como son las células epiteliales que crecen desde el
pezon hasta la almohadilla de grasa formada por adipocitos (Figura 2) y que a su vez
es infiltrada por células endoteliales vasculares, fibroblastos y células del sistema
inmune innato. Ademas, el epitelio mamario se encuentra compuesto por dos tipos

celulares; las células basales y las células luminales (Vidi, Bissell and Leliévre, 2012)

El epitelio basal consta de células mioepiteliales las cuales tienen la funcion de formar
una capa externa de la glandula que a su vez posee una poblacion reducida de células
madre, también se ha observado que posee propiedades contractiles para la expulsion
de leche en la lactancia, mientras que el epitelio luminal es el encargado de formar los
conductos y alveolos secretores mamarios, también se ha observado que posee
poblaciones especificas dependiendo de su receptor hormonal (Thomas, 2011; Macias
and Hinck, 2012).
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Figura 2. Estructura de la glandula mamaria. A. La mama esta compuesta de dos
tipos principales de tejidos: el estromal, que incluyen los tejidos conectivos grasos y
fibrosos como soporte, y el tejido glandular, formado por un sistema de conductos
formados por multiples acinos. B. Los acinos se encuentran formadas por dos tipos de
células: las luminales y células mioepiteliales. Tomado y modificado por (Thomas,
2011).

La heterogeneidad celular en la glandula mamaria, es la causa por la que el cancer de
mama es una enfermedad compleja que engloba y describe a un conjunto de
neoplasias malignas por lo que el cancer de mama es clasificado segun diversos
aspectos. Una de sus clasificaciones depende de la procedencia de las células que
presentan alteraciones a nivel genémico, el cancer de mama se clasifica como in situ
e invasivo; cuando el cancer de mama se diagnostica in situ las células tumorales no
han atravesado la membrana basal, mientras que en el invasivo estas células
tumorales han logrado infiltrarse a otros tejidos (Cserni, 2020). Los carcinomas que se
desarrollan en la mama generalmente provienen de las células que se encuentran
revistiendo los conductos galactéforos, se conoce como carcinoma ductal invasivo o
infiltrante (CDI), que representan alrededor del 80% de los casos diagnosticados
mientras que el 20% restante representa al carcinoma que se producen en las células
gue conforman los acinos mamarios denominado como carcinoma lobulillar invasivo o
infiltrante (CLI) (Chen et al., 2017).
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1.3Epidemiologia del cancer de mama

En la actualidad el cAncer de mama se encuentra entre los tres canceres con mayor
tasa de incidencia a nivel mundial (Figura 3A). Particularmente, en México, cuando se
analiza la incidencia de tumores en ambos sexos, el cancer de mama ocupa el primer
lugar por encima del cancer de prostata y de colon (Figura 3B). Especificamente en
mujeres, cifras obtenidas en el afio 2023 (Siegel et al., 2023), a través de la plataforma
GLOBOCAN indicaron 31 043 casos confirmados, lo que representa un 27.9% de
todos los tipos de cancer y de estos casos nuevos 8 195 casos terminaron en la
defuncion de la paciente (Figura 3C). Estos datos indican que el cancer de mama
representa un grave problema de salud publica por lo que su estudio es indispensable
para la elusién de los procesos que se ven alterados en esta neoplasia.

A B | Both sexes C | Females

[

Prostate Others
Others \ A T—
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Total: 207154 Total: 1200

Rank  Cancer site Number of cases Percent Rank  Cancer site Numbor of cases Porcont
18 Breast 31043 15.0% 15t Breast 31043 9%
d ® Prostate 26 565 128 nd @ Cervix uter 10 348 9.3%
d Colorectum 16082 18% 3d Thyrokd 9057 8.1%
4 Thyrokd 11302 55% ath Colorectum 1723 6.9%
Sh ® Cenxuten 10348 50% 5th Corpus uten 5347 48%

Othors 172 539% Others 47682 429%

Number of new cases in 2022, both sexes, all ages Number of now cases in 2022, femalos, all ages.

Figura 3. Epidemiologia del cancer de mama. A) Incidencia de cancer de mama a
nivel mundial B) Incidencia de cancer de mama en hombres y mujeres; México C)

Incidencia de cancer de mama en mujeres; México. Adaptado de ( Siegel et al., 2023).
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1.4Clasificaciéon molecular del cancer de mama

El enfoque experimental en el estudio de cancer de mama toma como base la
clasificacion molecular, la cual fue propuesta por primera vez por Perou y
colaboradores en el afio 2000, quienes identificaron una variacion en las huellas de
expresion génica de 65 muestras quirdrgicas de tumores de mama lo que dio como
resultado un retrato molecular distintivo de cada tumor, esto llevo a la identificacion de
tres subgrupos: luminal, HER-2 positivo, basal (Perou et al., 2000).

Estos subtipos se encuentran clasificados principalmente por la presencia o ausencia
de receptores celulares como son el receptor de estrégeno (ER), receptor de
progesterona (PR), y el receptor dos del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2), sin embargo, conforme el uso de las técnicas moleculares ha avanzado,
algunas clasificaciones toman en cuenta a otras moléculas como son la claudina,

apocrina y marcadores de proliferacion como Ki67 (Prat et al., 2010).

La clasificacion actual divide al cancer de mama en cinco subtipos moleculares: luminal
A (ER+/PR-), luminal B (ER+/PR+/HER2+), HER2 positivos (ER-/PR/HER2+) y basal
o triple negativo (ausencia de receptores). El subtipo luminal (A y B) representan
alrededor de un 70% de los casos de cancer de mama diagnosticado, mientras que el
HER2 positivo representa 15% y el basal o triple negativo el cual se ha caracterizado
como el subtipo méas agresivo y con una pobre respuesta a farmacos solo se presenta
en <15% de los casos de cancer de mama diagnosticados (Eliyatkin et al., 2015; Tsang
and Tse, 2020). La clasificacion molecular del cancer de mama ha ayudado a la
comprension del comportamiento de las células tumorales en el ambito clinico ya que
se ha detectado diferencias en la respuesta de los subtipos moleculares al tratamiento,
ademas se ha logrado la deteccion de un patrébn metastasico especifico de casa

subtipo.

1.5Cultivos celulares de cancer de mama
Las lineas celulares de cancer de mama han sido, por excelencia, el mejor sistema in

vitro para la investigacion cientifica debido a que proporcionan una fuente ilimitada de
material auto replicante. Actualmente se tienen identificadas 84 lineas celulares
establecidas, las cuales se agrupan en cinco grupos, que a su vez abarcan la amplia
heterogeneidad celular en cancer de mama, ademas son concordantes con los

subtipos moleculares descritos anteriormente, sin embargo, a pesar de que el modelo
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de los cultivos celulares ha tenido un gran éxito a lo largo de los afios puesto que
logran capturar las caracteristicas moleculares principales como la presencia o
ausencia del receptor de estrégeno ER y el factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2). En la actualidad prevalece el problema de clasificacibn de estas lineas
celulares, por lo que diversos grupos de investigacion clasifican estas lineas celulares
en mas o menos grupos, lo que complica la comprension de estas por lo que el nimero
de lineas celulares utilizadas ampliamente en el campo de la investigacidon es muy
limitado. Por ejemplo, uno de los modelos celulares comerciales utilizados en mas de
dos tercios de investigacion cientifica es la linea MCF7 y T47D para tumores del
subtipo luminal, MDA-MB-231 que representa al cancer de mama triple negativo. Para
representar al subtipo luminal B, el cual clinicamente es mas agresivo y con peor
prondstico respecto al subtipo luminal A (Figura 4), la linea celular méas utilizada es la
linea BT-474, la cual se caracteriza por exhibir una morfologia epitelial y esta linea fue
extraida de un carcinoma ductal de mama sdlido e invasivo (Dai et al., 2017; Milczarek,
2020).

Mejor _ Peor
: Subtipos de tumores .
pronostico pronostico
Luminal A | Luminal B | HER2+ I Triple negative
| Basal | Claudintow | mec |
Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal
Menos BasalA_| . \ Mds
agresive Subtipos de lineas celulares agrevd

Figura 4. Comparacion de los subtipos moleculares de cancer de mamarespecto

a su pronadstico clinico. Tomado y modificado de (Dai et al., 2017).

Una de las técnicas mas usada y consolidadas en la investigacion del cancer de mama
a nivel mundial es el cultivo celular en dos dimensiones (2D) o también conocido como
cultivos en monocapa. En 1907, Harrison y colaboradores implementaron por primera

vez estos cultivos, los cuales se caracterizan por formar monocapas simples, es decir,
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con una limitada interaccién célula a célula debido a que las células estan adheridas a
una superficie plana, ya sea de plastico o de vidrio o en suspension por lo que este
sistema no puede imitar de manera realista la complejidad del microambiente tumoral
celular ni la gran cantidad de interacciones entre los componentes celulares y no
celulares, estas interacciones son fundamentales ya que son las que se encargan de
regir procesos como la diferenciacion, viabilidad, proliferaciones celular, expresion
génica y de proteinas entre otros procesos, sin embargo, los cultivos en monocapa
han perdurado debido a que se asocian a un mantenimiento relativamente sencillo y a

bajo costo (Kapatczynska et al., 2016; Juarez-Moreno et al., 2022)

En los ultimos afios, se ha impulsado la implementacion de modelos alternativos de
cultivos celulares, que emulan mas lo que ocurre en microambiente celular tumoral.

Un ejemplo de este tipo de sistemas son los cultivos tridimensionales (3D).

2. Cultivo celular tridimensional (3D)

2.1 Generalidades de los cultivos 3D

Los cultivos tridimensionales han ido generando mas protagonismo en el campo de
investigacion del cancer debido a que poseen una mayor capacidad de representar y
recapitular la complejidad que engloba un microambiente tumoral (TME). A diferencia
de los cultivos en 2D, los cultivos crecidos en 3D son capaces de simular alin mas las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (MEC) mediante el uso de
hidrogeles, los cuales poseen componentes exdégenos de la matriz extracelular que se
encargan de proporcionar la sefializacion bioquimica y estructural necesaria para la

arquitectura celular (Vidi, Bissell and Lelievre, 2012; Shen et al., 2021).

La MEC es una red de un copilado de macromoléculas de naturaleza proteica donde
encontramos a glicoproteinas (fibronectinas, lamininas), proteoglicanos (heparina),
proteinas fibrosas (colageno | y lll) las cuales son secretadas por fibroblastos. Su
funcion principal radica en mantener la comunicacion y union celular brindando un
soporte mecanico (Saraswathibhatla, Indana and Chaudhuri, 2023). En estos cultivos
en 3D las células se agregan espontaneamente y al interactuar con la cadherina logran
conformar una estructura esferoide multicelular (Shen et al., 2021) lo que estimula la
heterogeneidad celular tipica de los tumores, los cuales se caracterizan por presentar

un gradiente celular. Las células altamente proliferativas se ubican en la capa exterior
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de los esferoides y poseen una captacion adecuada de oxigeno y nutrientes. La
siguiente capa esta constituida por células inactivas, con limitada captacion de
nutrientes, y en el centro existen células hipéxicas debido a falta de oxigeno, nutrientes
y factores de crecimiento lo que se asemeja a los que ocurre en los tumores in vivo
(Lin and Chang, 2008; Alépée, 2014; Ferreira, Gaspar and Mano, 2018).

En 1977, Hamburger y Salmon fueron de los primeros cientificos en establecer este
sistema de cultivos tridimensionales, este con la finalidad de generar un crecimiento
en colonias de células madre tumorales en una gran variedad de neoplasias. Llegaron
a la conclusion de que las colonias de células madre tumorales que surgen mediante
diferentes tipos de céancer van a presentar una marcada diferencia tanto en el
crecimiento como en su morfologia celular, lo que dio luz a una investigacion mas

exhaustiva de células tumorales crecidas en 3D (Hamburger and Salmon, 1977).

2.2 Cultivos celulares de cancer de mama en 3D
La mama es un 6rgano con funciones exocrinas y se encuentra formado por una gran

heterogeneidad celular, esto favorece a que las interacciones célula-célula y célula-
MEC se restrinjan mecéanicamente, como se ha mencionado en el apartado de la
glandula mamaria. Sin embargo, la arquitectura celular y la organizacién nuclear en la
glandula mamaria se ve gravemente alterada en la progresion del cancer, impactando
en la diferenciacion funcional y la supervivencia celular. Un mecanismo que parece ser
especialmente relevante para la progresion del cancer es la pérdida de la polaridad
apical de las células epiteliales luminales. Las membranas basales extracelulares
(MB) son estructuras especializadas de la MEC y su importancia radica en la
capacidad de anclar a células epiteliales las cuales interactian con el epitelio y
endotelio. Las MB tienen la capacidad de proporcionar sefales de orientacion a las
células epiteliales por lo que ayudan a mantener la polaridad apicobasal (Cox and
Erler, 2011). La polaridad apical se define por las uniones estrechas junto al complejo
de adhesion celular apical superior, este permite separar los componentes de la
membrana celular y los receptores entre la membrana apical y basolateral (Vidi, Bissell
and Lelievre, 2012) (Vidi. et al. 2013)

Recientemente se ha dado a conocer que las alteraciones en la rigidez de la MEC

afectan el comportamiento de las células, por ejemplo, las células epiteliales mamarias
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reconstituidas en matrigel tienen la capacidad de formar acinos mamarios polarizados
y se diferencian de una manera similar a lo que ocurre in vivo (Cox and Erler, 2011).
Especificamente en los cultivos celulares de acinos mamarios crecidos en 3D,
demostraron que solo las células con polaridad apical alterada se someten al ciclo
celular, salida del ciclo celular y supervivencia celular aparentemente por mecanismos

epigenéticos (Chandramouly et al., 2007).

Kenny y colaboradores en 2007 lograron identificar diferencias morfologicas en 25
lineas celulares de cancer de mama crecidos en 3D a diferencias de los cultivos en 2D
en donde describieron las morfologias como “no diferenciadas”. Las lineas celulares
HCC1500, MCF-12A, MDA-MB-415, MPE-600 y S1 presentaron una formacién de
colonias redondas mientras que sus nucleos se mostraron organizados al centro de la
colonia, por otro lado, las lineas celulares que forman una morfologia descrita como
“‘masa” son BT-474, BT-483, HCC70, HCC1569, MCF-7, T4-2 y T-47D las cuales
también forman colonias redondas, sin embargo, sus nucleos se encuentran
desorganizados. La morfologia identificada como “racimo” es representada por las
lineas celulares AU565, CAMA-1, MDA-MB-361, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-
3, UACC-812, ZR-75-1 y ZR-75-B, estas forman colonias con una pobre interaccién
célula-célula; por ultimo, describieron a las lineas celulares que muestran un
crecimiento en forma de “estrella”. BT-549, Hs578T, MDA-MB-231 y MDA-MB-436, las
cuales muestran un fenotipo invasivo con proyecciones estrelladas que logran unir

multiples colonias celulares (Figura 5) (Kenny et al., 2007).
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Figura 5. Morfologia de lineas celulares de cancer de mama cultivadas en 3D. Se
muestra un esquema representativo y descripciones fundamentales de cada
morfologia, ademas de contraste de fase e imagenes de fluorescencia nuclear y de F-

actina. Tomada y modificada de (Kenny et al., 2007).

2.3 Huellas de expresion génica de cultivos 3D vs 2D en cancer

Como se ha mencionado anteriormente, los cultivos en 3D presentan una mayor
similitud con los tumores in vivo debido al uso de hidrogeles los cuales tienen como
componentes a moléculas clave de la MEC. La MEC juega un papel importante en el
desarrollo y progresién del cancer al ser uno de los reguladores mas importantes de la
funcién celular y de mantener la homeostasis de los érganos, por lo que la expresion
alterada de sus componentes provoca una remodelacion dinamica de estos y a su vez
genera cambios quimicos Y fisicos en la configuracion de esta red proteica que afecta
a la proliferacion y migracion de las células tumorales (Cox and Erler, 2011). Lo anterior

ha impulsado y profundizado en la investigacién para identificar los cambios en la
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expresion génica y los cambios funcionales que se presentan en los cultivos 2D vs. los
cultivos embebidos en la MEC (3D).

Boghaert y colaboradores (2017) compararon los perfiles transcripcionales de dos
lineas celulares de cancer de pulmon crecidas con tres técnicas, con el fin de identificar
las caracteristicas del cancer que son activas en los cultivos 2D y 3D en comparacion
con los tumores xenoinjertados. Sus resultados arrojaron las diferencias en las huellas
de expresion génica debido a que los cultivos 3D mostraron un patron de expresion
muy similar a el perfil de expresion de los tumores xenoinjertados, es decir, se
observaron alteraciones en la activacion de procesos celulares comunes en la
tumorigénesis, como la hipoxia, la proliferacion, la progresion del ciclo celular, la
angiogénesis, la adhesién celular, y la activacién de interleucinas lo cual no ocurrié en

la misma intensidad con los cultivos crecidos en monocapa (Boghaert et al., 2017).

Asimismo, se ha demostrado que, en las células tumorales, la remodelaciéon que
sufre la MEC provoca una rigidez gradual de los tumores, especificamente, en el
tejido mamario sano, la rigidez de la matriz extracelular puede ejercer fuerzas
mecanicas de hasta 400 Pascales (Pa), sin embargo, en las células tumorales se
estima una fuerza que varia de 1050 a 5000 Pa, este cambio en las fuerzas de
compresion da como resultado la alteraciéon de la expresion gendémica diferencial
(Lopez et al., 2011). La rigidez de la MEC también se involucra en el cambio de
expresion de moléculas reguladoras a nivel postranscripcional de la expresién génica

como son los microRNAs (miRNAs) (Mouw et al., 2014)

A pesar de que los miRNAs se habian considerado como “basura” genémica, han
cobrado relevancia debido a que se ha reportado que el perfil de expresion de estos,
se ve desregulado en diversos tipos de cancer en comparacion con el tejido normal y
en muchos de estos, el cambio en su expresion es una clara firma de la progresion y

metastasis del cancer (Hussen et al., 2021).

En las lineas celulares de cancer de mama del subtipo basal (Hs578T) y luminal A
(T47D) crecidas en 2D y 3D se ha analizado el perfil de expresion de miRNAs y se
encontraron que 354 miRNA se expresaron de manera diferencial en cultivos 3D en
relacion con cultivos 2D en células Hs578T (Figura 6), mediante herramientas bio

informaticas se ha predicho que los miRNA regulados a la baja pueden contribuir a
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una regulacion positiva de los genes involucrados en la hipoxia, los procesos
catabdlicos y la adhesion focal, mientras que los miRNAs sobre expresados pueden
modular genes involucrados en la regulacion negativa del ciclo celular (Salinas-Vera
et al., 2022).
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Figura 6. Perfil de expresion de miRNAs cultivados en condiciones 2D y 3D de
células de cancer de mama Hs578T. ( A ) Mapa de calor de miRNA en cultivos 2D y
3D. Cada columna representa una muestra individual y cada fila representa un miRNA
diferente. El rojo representa niveles altos de expresion, mientras que el verde
representa niveles bajos de expresion. ( B ) Grafico de diagrama de volcén, el color
rojo indica que la expresion de miRNAs aumenté mas de 2 veces, mientras que el color
verde indica que la expresion de miRNAs disminuyé mas de 2 veces en cultivos
organotipicos 3D, en comparacion con el grupo de control 2D (Salinas-Vera et al.,
2022)

3. RNAS LARGOS NO CODIFICANTES
3.1 Definicidn, biogénesis y clasificacion
Los RNA largos no codificantes (IncRNAs) son moléculas que carecen de secuencias

codificantes canonicas, a diferencia de los mMRNAs. Los INcCRNAs se encuentran poco
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conservados entre diferentes grupos de especies por lo que se ha debatido
ampliamente la importancia de estas moléculas, sin embargo, en las ultimas décadas
se les han atribuido diversas funciones biolégicas que han despertado interés en el
ambito cientifico y clinico debido a su participacion en diversas enfermedades
cardiovasculares (Le and Nhu, 2023), enfermedades oftalmolégicas (Zhou, Li and

Yoshida, 2022), en la progresion del cancer, entre otras (Chi et al., 2019).

Los IncRNAs se definen como transcritos de RNA mayores a 200 nucleotidos,
trascritos por la RNA polimerasa Il, no obstante, estos transcritos no codifican para
proteinas, por lo que su funcionalidad parece ser que depende de la expresion, la
secuencia y la estructura del IncRNA, sin embargo, estudios recientes han
demostrada que algunos de ellos poseen marcos de lectura abierta pequefios
(smORF) por lo que tienen la capacidad de trascribir micropéptidos funcionales
(Patraquim et al., 2022).

La biogénesis de los INcRNAs es comparable con la de los RNAm, es decir, su
activacion transcripcional es de forma similar, comenzando por la RNA polimerasa Il y
la RNA pol Ill en varios loci del genoma (Dahariya et al., 2019) , posteriormente sufren
de la adicion de metilcitosina en la cadena 5’ (capping) y de una cola de poli (A) en
3’(poliadenilacién). Solo el 25% de los INcRNAs experimentan empalme alternativo,
(Sparber et al., 2019), sin embargo, se han identificado otros mecanismos candnicos
por los cuales pueden ser procesados como es la escision mediante las ribonucleasas
P (RNAsa P), este mecanismo se encarga de producir extremos 3" maduros a su vez
se encarga de la proteccién por complejos snoRNA-proteina en sus extremos, otro
proceso que regulan la biogénesis de los INcCRNAs son las modificaciones epigéneticas

las cuales dependen de su origen gendmico (Liu et al., 2021)

El método méas simple de clasificacion de IncRNA se relacionado con su tamafo:
IncRNA pequeiio (200-950 nt), IncRNA mediano (950-4800 nt) y IncRNA grande (>
4800 nt) (Zhao et al., 2013). A pesar de que existen diversas clasificaciones que
intentan agrupar la amplia diversidad de los INcCRNAs la clasificacion mas utilizada es
la que depende de su origen o localizacion gendémica, esta clasificacion alberga cinco

clases de IncRNAs; sentido, anti-sentido, bidireccional, intrénico e intergénicos.
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1. IncRNAs sentido: Transcripcion a partir de la cadena con sentido de los genes
codificadores de proteinas, este tipo de INcCRNAs pueden superponerse con
fragmentos de los genes codificadores.

2. IncRNAs anti-sentido: Se transcriben a partir de la cadena anti sentido de genes
codificadores de proteinas.

3. IncRNAs bidireccional. Se transcriben cerca del promotor a menos de 1kb del
gen codificador de proteinas asociado y se transcribe en la direccion opuesta.

4. IncRNAs intrénicos: Transcrito completamente a partir de intrones
generalmente largos de genes codificadores de proteinas.

5. IncRNAs Intergénicos: Aquellos que se transcriben desde regiones intergénicas
en ambas cadenas, estos IncRNAs también son conocidos como lincRNA son
los méas conservados en comparacion con los intrénicos y anti-sentido.

6. Los lincRNAs funcionan a través de diversos mecanismos como es la regulacion
transcripcional cis o trans, control traduccional, regulacién del splicing entre
otras (Ma, Bajic and Zhang, 2013; Liu et al., 2021).

3.2 IncRNA como reguladores maestros de la expresion génica en multiples
niveles

Anteriormente los INcCRNAs se consideraban “basura o ruido genémico”, sin embargo,
segun el proyecto FANTOMS5 en el genoma humano se ha estimado alrededor de 28
000 genes que transcriben a los INcCRNAs, esta cifra es comparable con la cantidad
de genes que tienen el potencial de codificar para proteinas (Hon et al., 2017) esta
cifra fue el primer indicio de que estas moléculas podrian estar jugando un papel muy
importante en la regulacion de la expresion génica. El rapido desarrollo de nuevas
tecnologias ayudo a los investigadores a desmenuzar el papel que juegan los
INcCRNAS.

La mayoria de los INcRNAs que han sido estudiados se clasifican en cinco grupos

dependiendo la funcién y mecanismos moleculares que regula:

1. IncRNAs sefial: Estos INcRNAs actian como sefiales moleculares en respuesta

a diversos estimulos por lo que regulan la expresion génica en el espacio y el
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tiempo uniéndose directamente al DNA o combinandose con algun receptor
hormonal (HR) o con algun factor de transcripcién (TF).

2. IncRNAs sefiuelo (decoy): Estos INcRNAs funcionan como sefiuelos proteicos
para miRNAs o TF evitando que estos se unan a sus blancos y ejerzan su
funcion reguladora impidiendo su acceso al DNA.

3. IncRNAs andamio (scaffold): Actian como andamio para formar complejos de
ribonucleoproteinas con diferentes proteinas asociadas, lo que regula la
transcripcion de sus genes blanco.

4. IncRNAs guia: Modulan la expresion génica guiando el complejo de
ribonucleoproteina a sus genes blanco.

5. IncRNAs sineups: Son IncRNA antisentido naturales o sintéticos que activan la
traduccion de sus RNAm blanco reclutando a PTBP1 y HNRNPK para formar
complejos de iniciacién de la traduccién (Mercer, Dinger and Mattick, 2009; Liu
et al., 2021).

3.2.2 Mecanismos de accion de los IncRNAs

Los mecanismos de accion que ejercen los INcRNAs dependen en gran medida de la
distancia del sitio de dénde se transcriben, algunos INncRNAs pueden regular a genes
a una distancia de hasta 10 kb. Sin embargo, su mecanismo de accion también
depende de su localizacién en la célula; los INcRNAs nucleares llevan a cabo funciones
relacionadas con modificacion a nivel de la cromatina y una regulacion a nivel
transcripcional, por otro lado, estan los IncCRNAs citoplasmicos, estos suelen regular la
expresion a nivel post-transcripcional a través de miRNAs o estar implicados en la
regulacion de las cascadas de sefializacion celular (Batista and Chang, 2013). Muchos
INcRNAs también pueden procesarse en RNAs cortos como los siRNAs y pueden
provocar una baja expresion génica al degradar las transcripciones de su RNAm
blanco. En este sentido se han encontrado IncRNAs que pueden “secuestrar’ 0"
esponjear” a miRNAs mono o bicatenarios que actian como RNAIi (RNA interferente)
y se dirigen a otros RNAm, lo que posteriormente podria resultar en la degradacion de
su blanco. Esta red de corregulacion también se conoce como ceRNA (competing
endogenous RNA) (Karlsson and Baccarelli, 2016), por ejemplo, linc-MD1 (asociado

con la diferenciacion muscular), actia como una esponja de miR-133 y miR-135 para
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regular la expresion de dos factores de transcripcion: MAML1 (mastermind-like protein
1) y MEF2C, que activan la expresion de genes especificos del musculo (Ma, Bajic and
Zhang, 2013)

Wang, J y colaboradores estudiaron al IncRNA HULUC en céancer de higado y
reportaron que se encuentra sobreexpresado en esta neoplasia y este tiene la
capacidad de secuestrar e inhibir la funcion de diversos miRNAs incluido el miRNA-
372 el cual es considerado como un supresor tumoral, por lo que su inhibiciébn conduce
a la reduccion de la represion traduccional de su gen blanco PRKACB que, a su vez,
induce la fosforilacion de CREB lo que da lugar a un cambio en la funcion de las
histonas y ocurren procesos como la desacetilacion y la metilacion de estas (Wang et
al., 2010)

3.3Los IncRNAs desregulados en los procesos celulares del cancer

Multiples evidencias generadas por diversos grupos de investigaciéon sugieren que una
desregulacion o mutacion en los genes que transcriben los INcCRNAs constituyen un
componente crucial en la progresion tumoral mediante su participacion en mecanismos
reguladores del estrés oxidativo, la inflamacién, la apoptosis, el crecimiento y viabilidad
celular; por lo que estas moléculas pueden servir como biomarcadores (Tabla 1)(Khalil
et al., 2009; Zhang, Guan and Tang, 2021).

El IncRNA H19 ha sido el mas estudiado en cancer por lo que se tiene la certeza que
este INCRNA se encuentra sobre expresado en numerosos tumores solidos en donde
se incluye el cancer hepatocelular y de vejiga. El mecanismo de accion del IncRNA
H19 es importante en la tumorogénesis debido a sus cualidades oncogénicas y
supresoras de tumores (dependiendo el tipo de cancer), la supresion de la
expresion del H19 altera el crecimiento celular y la clonogenicidad en lineas celulares
de cancer de pulmon in vitro y disminuye el crecimiento tumoral de xenoinjerto de las

células de carcinoma hepatocelular Hep3B (Matouk et al., 2007).

Recientemente un grupo de investigadores realiz6 un estudio a nivel nacional en el
cual analizaron el panorama transcripcional de IncRNA en 74 tumores de mama

pertenecientes a los cuatro subtipos moleculares, identificaron 307 IncRNAs (27 sobre
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expresados y 280 subexpresados). Interesantemente, el analisis de agrupamiento
jerarquico de estos IncRNA fue capaz de discriminar de manera optima los tejidos
tumorales mamarios de las muestras de tejidos normales. A través del andlisis de co-
expresion entre INcRNAs y genes codificantes de proteinas y mediante el andlisis de
enriquecimiento genético, determinaron la funcién potencial de los INcRNAs mas
desregulados en cada subtipo molecular, concluyendo en una amplia gama de

funciones bioldgicas de los INcRNAs (Cedro-Tanda et al., 2020).

Particularmente, en cancer de mama el rol de los IncRNAs se ha asociado a procesos
como la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) y la metastasis, por ejemplo, el IncCRNA
inducido negativamente por el receptor de andrégenos (ARNILA) promueve la EMT, la
invasion y la metastasis tanto in vitro como in vivo. ARNILA se ha correlacionado con
una supervivencia libre de progresion en pacientes con TNBC (cancer de mama triple
negativo) a su vez, ARNILA actiia como un ceRNA para miR-204, por otro lado, la
regulacion positiva de ARNILA mejora la expresion de la proteina SOX4, que regula
negativamente la expresion de E-cadherina pero regula positivamente la expresion de
N-cadherina y, por lo tanto, promueve la metastasis del TNBC (Yang et al., 2018;
Mondal and Meeran, 2020).

Tabla 1. IncRNAs identificados en cancer de mama. Tomado y modificado de

(Zhang, Guan and Tang, 2021)

INcCRNAS | EXPRESION FUNCION BIOLOGICA BLANCO
GASS5 DOWN Inhibe la proliferacion y la invasion | miR-378a-
celular; promueve la apoptosis celular; | 5p/SUFU,
inhibe la resistencia a paclitaxel, | miR-196a-5p
cisplatino, adriamicina e inhibidores de
PISBK/mTOR
LINC02095 | up Promover la proliferacion celular SOX9
HOTAIR UpP Promueve la migracibn e invasion | miR-148a;
celular; resistencia a imatinib y lapatinib | LEF1/TCF4
WT1-AS DOWN Inhibir la migracion y la invasion celular. | TGF-1
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rasgos fenotipicos similares a los de las
CsC

LINC00096 | UP Promover la proliferacion y la invasion | miR-383-
celular. 5p/RBM3
DRHC DOWN Inhibir la proliferacion celular HOTAIR
HEIH UP Promover la proliferacion celular, | miR-
Inhibir la apoptosis celular 4458/SOCS1
LUCAT1 upP Promover la proliferacion celular, la | miR-5702
progresion del ciclo celular y la
metastasis; inhibir la apoptosis celular
CCAT1 UP Promover la proliferacién, migracion e | miR-
invasion celular. 218/ZFX
ASRPS DOWN Inhibir la angiogénesis STAT3
HAND2- DOWN Inhibir la proliferacion celular RUNX2
AS1
LINCO1133 | UP Promover rasgos fenotipicos similares | KLF4
a los de las células madre celulares
(CSC)
PAPAS UP Promover la migracion y la invasion | miR-34a
celular.
HCP5 UP Promover la proliferacion celular; | miR-219a-
Inhibir la apoptosis celular 5p/BIRC3
NRADD1 UP Promueve la proliferacion celular vy | -

3.4Funciones del RNA largo no codificante LINC01087 en cancer de mama
EL RNA largo no codificante intergénico 01087 (LINC01087) es un IncRNA descrito

recientemente que cuenta con una longitud de 3516 nty se encuentra en el cromosoma

2, sin embargo su funcion ha sido poco estudiada (De Palma et al., 2022). Un estudio

reciente demostré una expresion variable de LINC01087 en los diferentes subtipos

moleculares de cancer de mama, esta variacion coincidié con la expresion modulada

de factores que regulan la supervivencia, la proliferacion, la adhesion, la invasion y la

inflamacion celular asi como la sensibilidad a farmacos (De Palma et al., 2020). Por
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otro lado, She y colaboradores en 2020 reportaron que el LINC01087 estaba
involucrado en el desarrollo maligno del cancer de mama. Ensayos de RT-gPCR
revelaron que la expresion de LINC01087 en los tejidos con cancer de mama era
mayor que la de los tejidos adyacentes al tumor, y el analisis de supervivencia revelo
un pronéstico desfavorable de los pacientes con alta expresion de LINC01087.
Posteriormente, hicieron un silenciamiento del LINC01087 y descubrieron que se
inhibia la proliferacion, la invasion y la migracién de células de cancer de mama vy,
ademas promueve la apoptosis a través del miR 335-5p y del mMRNA de ROCK1 (She
et al., 2020).

Tripathi y colaboradores en 2019 identificaron un conjunto de cuatro INcCRNAs que
interactian con miRNAs o proteinas que estaban desreguladas en el cancer de mama
utilizando la técnica de secuenciacion de RNA en diferentes muestras, estos actian
como impulsores oncogénicos que contribuyen al fenotipo canceroso. LIN0O1087 se
mostro sobre expresado en células in vitro y redujo tanto la viabilidad celular como la
apoptosis. Posteriormente, hicieron predicciones bioinformaticas y descubrieron una
red co- reguladora entre LINC01087-hsa-miR-548 y serina/treonina quinasa 1 (AKT1)
(Tripathi et al., 2020).

Recientemente nuestro grupo de investigacion estudio la expresion y las funciones
potenciales de los INcRNAs en células de cancer de mama BT-474 luminal B positivo
para el receptor de estrogenos cultivadas en 3D. Para estudiar el perfil de expresion
global utilizaron microarreglos de DNA los cuales identificaron 290 IncRNAs regulados
positivamente y 183 IncRNAs regulados negativamente en los cultivos 3D en relacién
con la condicién 2D (Figura 7). Posteriormente, haciendo uso de un enfoque de analisis
de coexpresion de pares de IncRNAs y mRNAs identificaron cientos de ejes
reguladores que modulan genes involucrados en caracteristicas distintivas del cancer,
como respuestas a estrogenos, la proliferacion celular, la hipoxia, a las uniones
apicales y la resistencia a la terapia endocrina. También se logro la identificacion de
102 correlaciones entre INcRNAs/mRNA en cultivos 3D, que fueron similares a las
reportadas en conjuntos de datos TCGA (The Cancer Genome Atlas por las siglas en
inglés) obtenidos de pacientes con cancer de mama luminal B. Interesantemente, en
el heatmap obtenido mediante los microarreglos de INCRNAS se observa una
sobreexpresion del LINC01087 en los cultivos 3D con un valor de fold change (FC) de
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9.16 respecto a los cultivos en 2D (Figura 7), posteriormente mediante herramientas
bioinformaticas se predijo una red de correlaciéon LINC01087/miR-130a-3p/FOXA1
(Figura 8) (Nufiez-Olvera et al., 2022).
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Figura 7. Perfil de expresion de RNAs largos no codificantes en células de cancer
de mama BT-474. Mapa de calor que muestra la agrupacion jerarquica de IncRNA
modulados por ligamiento promedio basado en mediciones de distancia euclidiana. El
rojo representa la regulacion negativa y el verde representa la regulacion
positiva. (Nufiez-Olvera et al., 2022)
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Figure 8. Red de corregulacion LINC01087/hsa-miR-130a-3p/FOXALl. A.
Interacciones entre miRNAs- mRNA y LINC01087 obtenidas atraves de miRNET y
graficado por Cytoscape v3.7.0. (Nufiez-Olvera et al., 2022).

3.3.1 Funcién del miR.130a-3p en cancer de mama
Los micro RNAs (miRNAs), son RNAs pequefios, sin embargo, estos no poseen la
capacidad de codificar para proteinas, actualmente estas moléculas se consideran
como moduladores clave a nivel trascripcional y postranscripcional uniéndose a su
RNAmM blanco y dependiendo del nivel de complementariedad con el miRNA puede
influir en la sintesis de proteinas (Bouz Mkabaah et al., 2023). El miR-1302-30 es un
mMiRNA que proviene de la cadena en sentido 5°-3"(forward) y se encuentra en la
posiciéon gendmica 11g12.1.
Poodineh y colaboradores en 2020 proporcionaron evidencia sobre el papel de miR-
130a- 3p en la regulacion de la cascada Wnt/B-catenina, y también introdujeron el miR-
130a-3p como un nuevo objetivo terapéutico para los pacientes TNCB, esto como
resultado de ensayos de qRT-PCR los cuales mostraron una regulacion negativa de
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miR-130a-3p y una regulacion positiva de los genes de la cascada Wnt en las células
tumorales en comparacion con las células normales. La sobreexpresion de miR-130a-
3p, redujo la proliferacion, el crecimiento independiente, asi como la migracion de las
células de cancer de mama triple negativo (Poodineh et al., 2020). Kong en 2018
demostrd que el miR-130a-3p esté regulado a la baja en los tejidos de cancer de mama
humano y los exosomas de la sangre circulante. La sobreexpresion de miR-130a-3p
en células de cancer de mama inhibi6 la proliferacién, migracion e invasion celular, y
el silenciamiento de miR-130a-3p tuvo los efectos opuestos. A su vez probaron que la
proteina RAB5B esta directamente regulado por miR-130a-3p. La eliminacion de
RABS5B también inhibid la proliferacion, migracion e invasion celular (Kong et al., 2018)

3.3.2 FOXALl en laprogresion tumoral en cancer de mama

FOXA1 se conoce como un factor pionero debido a su capacidad de unirse a
heterocromatina altamente compacta y posteriormente exponer el DNA a otros
factores de transcripcion. Especificamente, FOXA1 es esencial para la union de los
receptores de estrogeno (ER) y de andrégenos (AR) a la cromatina y la subsiguiente
induccion transcripcional de genes luminales en células de cancer de mama. La
expresion de FOXA1 a nivel de mRNA es directamente proporcional a los niveles de
ER y AR. FOXAl ha sido etiguetado como un “gen luminal’, promoviendo
caracteristicas moleculares, morfolégicas y clinicas de los tumores luminales (Su et
al., 2021)

Los principales mecanismos que tiene FOXAL en la tumorigénesis son: la actividad
pionera antes mencionada, mediante la captacion de precursores lipidicos, regulacion
de la progresion del ciclo celular y la modulacién de la actividad del receptor de

estrogenos (Figura 9) (Metovic et al., 2022)
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FOXA1 and principal roles in tumorigenesis

Lipid precursor Modulation of ER Cell-cycle progression FOXA1 maintains
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Figura 9. Funciones principales de la proteina FOXAl en cancer de mama. (A)
actividad pionera, (B) captacion de precursores lipidicos, (C) modulacién de la
actividad del receptor de estrogeno (ER), (D) regulacién de la progresion del ciclo
celular, (E) mantenimiento de la expresion de genes especificos del lumen. Tomada y
modificada de (Metovic et al., 2022).
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Il.Hipotesis

El LINC01087 se sobreexpresa en los cultivos 3D en células BT-474 por lo que su
inhibicion resultara en una sobre expresion del miR-130a-3p provocando la
disminucién del mMRNA que codifica para la proteina FOXAL y la inhibicion de la
proliferacion, la migracion y el mimetismo vasculogénico en células de cancer de

mama luminal B.
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Ill. Justificacién

El cancer de mama es uno de los tres tipos de cancer con mayor tasa de incidencia en
el mundo y en México es la principal causa de muerte en las mujeres. Los estudios
gendmicos en cancer de mama han identificado diversas moléculas reguladoras de
procesos que favorecen la progresion del cdncer. Una de estas moléculas son los
INcRNAs, los cuales en su mayoria han sido poco estudiados en tejidos y en cultivos
celulares. Particularmente, el LINC01087 ha sido poco estudiado en cancer de mama.
En estudios previos, hemos reportado que LINC01087 se sobreexpresa en cultivos 3D
de la linea celular BT-474 de cancer de mama luminal B. Sin embargo, se desconoce
el papel funcional y biolégico a través del eje LINC01087/miR-130a-3p/ FOXAL. Por lo
tanto, en este trabajo aportara un posible biomarcador que contribuira al tratamiento

del cancer de mama luminal B.
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general

Analizar la funcion del eje LINC01087/miR-130a-3p/FOXAL1l en la proliferacion,

migracion y mimetismo vasculogénico celular en cultivos en 3D de cancer de mama.

Objetivos particulares

1. Analizar la expresion in silico de LINC01087 en pancancer y en los subtipos

moleculares de cancer de mama.

2. Disminuir la expresion de LINC01087 a través del uso de siRNA en cultivos 3D

de células BT-474de cancer de mama luminal B.

3. Analizar el impacto del silenciamiento del LINC01087 en el tamafio y niumero

de las estructuras celulares en 3D.

4. Determinar el efecto del silenciamiento del LINC01087 en la viabilidad,
proliferacion, migracion y mimetismo vasculogénico de las células en 3D de

cancer de mama.

5. Determinar la abundancia de FOXA1l en células si-LINC01087 y en células

transfectadas con el precursor de miR-130a-3p crecidas en 3D.
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V. Estrategia experimental
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VI. Materiales y métodos

6.1 Cultivos celulares en 2D.

La linea celular de adenocarcinoma de mama del subtipo luminal B BT-474 se
obtuvieron mediante la compafia ATCC (Manassas, Virginia) y posteriormente se
cultivaron en medio Hybri-Care suplementado con penicilina- estreptomicina y con
suero fetal bovino (SFB) al 10% a 37°C en una incubadora humificada con una
atmosfera de CO2 al 5%. Para la generacion de los cultivos en 2D, las células se

cultivaron en cajas de cultivo convencionales.

6.1.2 Generacion de cultivos celulares en 3D

Para la generacion de los cultivos 3D, un dia antes, se descongel6 a 4 °C el geltrex
libre de LDEV y reducido en factores de crecimiento (Thermo Fisher Scientific), al
siguiente dia se afiadieron 120 pyL de Geltrex a placas de 24 pocillos evitando la
formacion de burbujas, se incubaron a 37 °C durante 30 min para permitir la
solidificacion. Posteriormente, se afiadieron 3.1 x10% células del cultivo 2D de BT-474
con 250 pL de medio Hybri-Care y se incubaron a 37 °C durante 30 min. Finalmente,
se agreg6 arén 250 uL de medio Hybri-Care suplementado con 5% de geltrex, y al dia
siguiente y cada tres dias a partir de entonces, los cultivos recibieron 500 yuL de medio

completo fresco.

6.2 Transfeccion del siRNA INcRNA-SNHG?7 en cultivos en 2D

Una vez establecido el cultivo celular de la linea BT-474 se sembraron 1X10° células
en placas de 24 pocillos, se dejaron en incubacién a 37°C con 5% CO: toda la noche
para permitir que el cultivo se adhiera y tome la morfologia tipica de la linea celular. Al
dio siguiente se transfectd el siRNA especifico de LINC01087 (si-LINC01087) a una
concentracion de [60nM] por 24 horas. Los complejos con el siRNA se formaron
utilizando Lipofectamine 2000 en medio de crecimiento Hybri-care sin suplementar con
SFB.

6.2.2 Transfeccion del siRNA IncRNA-SNHG7 en cultivos en 3D

En el dia 4 del establecimiento del cultivo 3D, los esferoides tumorales se transfectaron

con si-LINC01087 [60nM] por 48 horas. Se sigui6 el protocolo descrito por Morgan y
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colaboradores, con algunas modificaciones (Morgan R et al., 2018). Concisamente, los
complejos de siRNA se formaron utilizando Lipofectamine 2000 en Hybri-care que
contenia 10 % de SFB (Gibco).

6.3 Extraccion del RNA total de los cultivos en 3D y 2D de la linea celular BT-474

El RNA total, se aisl6 a partir de células en monocapa y esferoides BT-474 a las 24 y
48 horas (respectivamente) después de la transfeccion del si-LINC01087. Para los
cultivos 3D, se agreg6 1 ml de TripLE express 1X (Thermo Fisher Scientific) durante
10 min con el fin de despegar los cultivos 3D de la matrigel, una vez despegados los
esferoides se transpasaron a un tubo falcon de 15 ml y se centrifugo a 1200 rpm. Se
agreg6 500uL de trizol a las células BT-474 cultivadas en sistemas 2D y 3D y se mezcld
por pipeteo, se recupero el lisado celular en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se incubo
durante 5 min a T.A, se agregd 100 pL de cloroformo y se mezclé vigorosa durante 15
seg, se incubo el tubo eppendorf durante 3 min a T.A y se centrifugo a 12,500 r.p.m
por 25 min a 4°C. Posterior a la centrifugacion, se recupero la fase acuosa cuidando
de no mezclar las otras fases, y se colocé en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL, se
adiciono 200 pL de isopropanol para precipitar el ARN y se incubo en hielo durante 20
min, transcurrido el tiempo se centrifugo a 12,500 r.p.m durante 25 min a 4°C. Se
elimind el sobrenadante y la pastilla se lava con 1mL de etanol al 75 % y se dejé
secando durante 5 min. Posteriormente, se re-suspendio en 30 puL de agua libre de
nucleasas. Finalmente, el RNA obtenido se cuantifico por espectrofotometria con el
equipo nanodrop 2000 y visualizado mediante geles de agarosa/TAE al 1% para

comprobar su integridad.

3.5Tratamiento con DNAsa

Una vez obtenido el RNA total de los cultivos en 3D de las células BT-474 de cancer
de mama se someti6 al tratamiento con DNAsa para asegurar la degradacion del DNA
gendmico. Se utilizo la DNAsa RQ1 Promega ajustando las cantidades segun la hoja
técnica para 1 ug del RNA extraido y llevando a un volumen final de 10 uL
Posteriormente el mix se incubo a 37°C durante 2 h y se le afiadié 1 uL de la solucién
de paro para la inactivacion de la enzima. Se incubo 10 minutos a 65°C y se

almacenara a -20°C hasta su manipulacion.
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6.5 gRT-PCR en tiempo real

Para confirmar la transfeccion de siRNA LINC01087 en los cultivos en 2D y 3D, se
realizo la qRT-PCR. El RNA total de las células transfectadas con si-LINC01087, las
células transfectadas con si-scramble (control negativo) y las células control cultivadas
en 3D se extrajo utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen, EE.UU.). La qRT-PCR se
realize usando el kit SuperScript™ Il Platinum™ SYBR™ Green One-Step qRT-PCR
(Invitrogen ™) el cual contiene un mix de enzimas (transcriptasa inversa y la DNA
polimerasa). Los cebadores utilizados en este estudio se enlistan en la tabla 1. El gen
GAPDH se seleccionaron como control interno. La cuantificacion relativa se determiné

por el método 2-AAct.

Tabla 2. Secuencia de los cebadores disefiados para amplificar LINC01087

Gen Secuencia de cebadores
LINC01087 F 5 GGGGCATGATGATGAGAGAA 3

R 5 TGCAAAAGTTCTGTGGCAAA 3

6.6 Ensayo de viabilidad celular en los cultivos 2D y 3D transfectados con si-
LINC01087

Una vez trascurrido el tiempo de transfeccion en los cultivos 2D y 3D en los tiempos y
metodologia descrito anteriormente. Para el cultivo en 2D se utilizaron placas de 96
pocillos y se cultivaron 3x10% células, posteriormente se afiadié el reactivo MTT 5
mg/mL en una dilucién 1/10, se incubo por 4 h 'y se agregé una solucion solubilizadora
por 15 min a temperatura ambiente, por ultimo, se leyé por espectrometria a 540-
570nm. Mientras tanto para los cultivos en 3D se utilizé el reactivo CellTiter-Glo 3D
(Promega) en una relacion 1/1, posteriormente, se homogeneizo la mezcla y se midio
en GloMax (Promega). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se
expresaron como media £ DE. *p <0,05
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6.6 Ensayo de Migracién celular en cultivos 2D

Los ensayos de migracion celular se realizaron utilizando una camara transwell de 24
pocillos con un tamafio de poro de 8 ym (Corning, EE. UU.) siguiendo el protocolo del
fabricante. Las células BT-474 (3 x 105 células por pocillo) se sembraron en la parte
superior de la camara, al dia siguiente se transfectaron con el si-LINC01087 por 24 hrs
y posteriormente se inocularon en la parte superior de la camara. El medio que
contenia 10% de FBS se deposito en la cdmara inferior como quimio atrayente. Una
vez transcurridas las 72 hrs post transfeccion las células de la cdmara superior se
retiraron con un hisopo de algoddn y las imagenes se capturaron y cuantificaron bajo
el microscopio 6ptico a 10x, el recuento celular de tres membranas independientes se

definié como el indice de migracion.

6.8 Ensayos de proliferacion celular en cultivos 2D y 3D de células BT-474
transfectadas con si-LINC01087

Para el analisis de proliferacion celular en cultivos 2D y 3D, se utilizo el reactivo de
MTT y el Kit CellTiter-Glo 3D respectivamente en las condiciones descritas
previamente, sin embargo, la proliferacion celular se midi6 cada 24 h por tres dias y se
leyd mediante espectrometria. El andlisis estadistico utilizado fue el test de multiples
comparaciones Dunnett’s . Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se

expresaron como media + DE. *p < 0,05y ** p < 0,001.

6.9 Ensayos de mimetismo vasculogénico

Se llevaron a cabo ensayos de mimetismo vasculogénico en cultivos celulares
tridimensionales (3D) utilizando Matrigel comercial enriquecido con laminina, colageno
IV, entactina y proteoglicanos de sulfato de heparina (Thermo Fisher Scientific), como
andamiaje. Las células BT-474 (3 x 10 4 células/pocillo) se trataron con si-LINC01087
(60 nM) o scramble (60 nM), como se describio previamente. Posteriormente, las
células se cultivaron en una placa de 96 pocillos cubierta con Matrigel (50 pL). Por
altimo, las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2 en
condiciones de normoxia (20% O2) o hipéxicas (1% O2) durante 48 h. La formacién
de estructuras tridimensionales similares a canales se llevé a cabo cultivando las

células en Matrigel durante O, 3, 6, 9 y 24 h. Se tomaron imagenes en cada punto
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temporal utilizando un microscopio Optico. Los datos se expresaron como media *

DE. Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0,05.

6.10 Transfeccidn del precursor del miR-130a-3p en cultivos 3D

Se transfecto un precursor de miR-130a-3p a una concentracion de 30 y 60 nM , asi
como un control negativo de scramble a 60 nM en células BT-474 crecidas en 3D
utilizando lipofectamina 2000. Para llevar a cabo las transfecciones se siguio el
protocolo de transfeccidn descrito anteriormente.

6.11 Western blots

Los extractos de proteina total se aislaron de células BT-474 utilizando un buffer de
lisis TNTE (50 mM Tris—HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 0,1 % Triton X-100, 1 mM EDTA)
suplementado con 2 uL de coctel de inhibidores de proteasa y fosfatasa 100X (Halt
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail 100x, Thermo Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.). Las proteinas (30 pg) se separaron en SDS-PAGE al 10 % y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Posteriormente,
las membranas se bloquearon durante 60 min a temperatura ambiente con TBST-1X
(137 mM NacCl, 20 mM Tris, 0,1% Tween-20, a pH 7,6) que contenia 5% BSA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.). Luego, las muestras se incubaron durante la noche a
4 °C con anticuerpos primarios de raton anti-GAPDH (1:1000, Santa Cruz Sc47724,
Santa Cruz, CA, EE. UU.), anti-FOXAl de conejo (1:100, Abcam ab23738).
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces en TBST-1X y se incubaron con
anticuerpo conjugado anti cabra y ratén con peroxidasa de rabano (1:6000, Jackson
Immuno Research JKSN 115-035-003, Cambridge, Reino Unido). Se utilizé un kit de
deteccidén de ECL para desarrollar las sefiales. Se realizaron analisis densitométricos
de las bandas inmunodetectadas utilizando el paquete de software de analisis

mylmage.

6.12 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + DE de tres ensayos independientes. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA de una via y prueba de comparacion
multiple de Dunett’s. Un valor p < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo. El

analisis se llevo a cabo utilizando el software gratuito GraphPad version 9.0.
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6.13. Andlisis in silico de la expresion de LINC01087

Para explorar la expresion de LINC01087 en pancancer y en los subtipos moleculares
de cancer de mama se realiz6 un analisis in silico en diversas bases de datos, las
cuales se caracteriszan por extraer y filtrar informacion del Atlas del Genoma del
Cancer (GEPIA; http://gepia.cancer-pku.cn/, UALCAN; https://ualcan.path.uab.edu/ ,

GENTZ2; http://gent2.appex.kr/gent2/ ). Por otro lado, el andlisis de supervivencia se

obtuvo mediante las curvas de Kaplan Meier (https://kmplot.com/analysis/ ),

posteriormente, para la generacion del gréfico se aplicaron filtros en la base de datos,

las restricciones que se manejaron se representan en la tabla 2.

Tabla 3. Pardmetros clinicos utilizados para la generacién de la grafica de
sobrevida mediante km-plotter.

Estatus de nodos linfaticos Negativo
Estatus ER Positivo
Estatus PGR Todos
Estatus HER2 Positivo
Estatus KI67 Todos
Grado histolégico de Nottingham Todos
PAM50 Todos

ER: Receptor de estrégenos, PGR: Receptor progesterona, HER2: Receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano, KI67: indice de proliferacion, PAM50: Firma

génica que permite categorizar los subtipos moleculares del cancer de mama.
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VII. Resultados

7.1 La expresion génica de LINC01087 es variable en los diferentes tipos de cancery

en los subtipos moleculares del cancer de mama.

Se realiz6 un analisis in silico en diversas bases de datos para conocer la expresion del
RNA largo no codificante en los distintos tipos de cancer. Con base al analisis de
expresion de los datos del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, por sus siglas en
inglés), la base de datos GEPIA demostr6 que la expresion de LINC01087 se
encuentra expresada diferencialmente en distintos tipos de céncer; en tejidos
tumorales de cancer de mama la expresion de LINC01087 se encuentra sobre
expresada en comparacion con tejido normal, asi mismo en el carcinoma timico y en
el adenocarcinoma prostatico. Por el contrario, en tumores que se forman en la
membrana sinovial, la vaina tendinosa, o la bolsa sinovial (tumores TGCT) la expresién
de LINC01087 esta notoriamente reducida respecto al tejido normal (Figura 10A).
Adicionalmente la expresion de LINC01087 en pan cancer también se analizé en la
base de datos UALCAN, donde los resultados fueron consistentes con GEPIA (Figura
10B).
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Figura 10. Perfil de la expresion génica del LINC01087 en tejido sano y tumoral
en pancancer. (A). Grafico de barras obtenido mediante gene Expression Profiling

Interactive Analysis GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/).. (B) Grafico de barras

obtenido mediante la base de The University of ALabama at Birmingham CANcer data
analysis Portal UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu/ ) P=< 0.00000045. ACC:

Carcinoma de la corteza suprarrenal, BLCA; Carcinoma urotelial de vejiga, BRCA;

Carcinoma invasivo de mama, CESC; Carcinoma de células escamosas cervicales y
adenocarcinoma endocervical, CHOL; Colangiocarcinoma, COAD; Adenocarcinoma
de colon, DLBC; Linfoma difuso de células B grandes, ESCA; Carcinoma esofagico,
GBM,; Glioblastoma multiforme, HNSC; Carcinoma de células escamosas de cabezay
cuello, KICH; Croméfobo renal, KIRC; Carcinoma renal de células claras, KIRP;
Carcinoma renal de células papilares, LAML; Leucemia mieloide aguda, LGG; Glioma
cerebral de grado inferior, LIHC; Carcinoma hepatocelular hepatico, LUAD;
Adenocarcinoma de pulmén, LUSC; Carcinoma de células escamosas de pulmon,
MESO; Mesotelioma, OV; Cistoadenocarcinoma seroso de ovario, PAAD;

Adenocarcinoma de pancreas, PCPG; Feocromocitoma y paraganglioma, PRAD;
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Adenocarcinoma de prostata, READ; Adenocarcinoma de recto, SARC; Sarcoma,
SKCM; Melanoma cutaneo de piel, STAD; Adenocarcinoma de estomago, TGCT;
Tumores de células germinales testiculares, THCA; Carcinoma de tiroides, THYM;
Timoma, UCEC; Carcinoma endometrial del cuerpo uterino y UCS; Carcinosarcoma

uterino.

Posteriormente mediante la base de datos GENT2 se analiz6 la expresion del
LINC01087 en diferentes lineas celulares utilizadas en condiciones cancerosas y en
condiciones normales (Figura 11). En la gréafica de caja y bigote se observo que todas
las lineas celulares de diferentes tipos de céncer generalmente tienen una
sobreexpresion de LINC01087 respecto a las lineas celulares derivadas de tejidos
normales. En cancer de mama, hay lineas celulares que muestra una mayor expresion
del LINC01087.
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Figura 11. Expresion génica del LINC01087 en lineas celulares de diferentes tipos
de cancer. Grafica de caja y bigote obtenido mediante Gene Expression Database

GENT?2 (http://gent2.appex.kr/gent2/) of normal and tumor tissues.
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Como se menciond anteriormente, el cancer de mama se clasifica en varios subtipos
moleculares; el basal, el luminal A, el luminal B, HER2 y TNBC. Estudios precedentes
han demostrado que hay una sobre expresion del LINC01087 sin embargo esta es
diferencial entre algunos subtipos moleculares de cancer de mama (She et al., 2020),
por lo cual, mediante el uso de las bases de datos GENT2 y GEPIA2 analizamos los
perfiles de expresion del LINC01087 entre los subtipos moleculares de cancer de mama.
En este grafico observamos como los subtipo molecular Luminal Ay B son los subtipos
gue muestran un mayor incremento en los niveles de expresion respecto a los demas
subtipos, esto puede indicar que la sobreexpresion del LINC01087 en cancer de mama

podria servir como un nuevo biomarcador especifico para los subtipos luminales
(Figura 12).
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Figura 12. Perfil de expresiéon del LINC01087 en los diferentes subtipos
moleculares del cancer de mama. (A). Grafico de cajas y bigotes obtenido mediante
GENT2., (B) Grafico de cajas y bigotes obtenido mediante la base de datos GEPIAZ2.
Datos normalizados log2 (TPM+1), P<0.001. Prueba T de muestras independientes.

7.2 La sobreexpresion del LINC01087 predice un menor tiempo de vida en las

pacientes con cancer de mama

Con el fin de determinar si la sobreexpresion de LINC01087 tiene un impacto en la
supervivencia de los pacientes con BC, se analizaron datos de sobrevida mediante los
graficos de Kaplan-Maier (KM) para LINC01087, para ello se utiliz6 el software de

Kaplan-Meier Plotter (https://kmplot.com/analysis/) en pacientes de cancer de mama.

Al analizar los graficos proporcionados, se observé que la supervivencia de pacientes
de cancer de mama, cuyo tejido tumoral mostraba una sobreexpresion de LINC01087
se relaciona a una baja sobrevida comparado con los pacientes que tiene una baja
expresion de este INcRNA (Figura 13). En este sentido es importante recordar que
segun el analisis in silico de la expresion de LINC01087 en los distintos subtipos de
BC, esta sobreexpresion se da principalmente en el subtipo luminal respecto al subtipo
TNCB el cual fue el que mostré una subexpresion de LINC01087 comparado con el
tejido normal.
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Figura 13. Analisis de supervivencia en pacientes con BC con sobrexpresion de
LINC01087. Rojo: sobrexpresion; Negro; subexpresion. Supervivencia dividida por la
media de expresion del LINC01087 en cancer de mama. Valor de corte: -1,45 obtenido

a través de KMplotter.

7.3 El miR-130a-9p se encuentra subexpresado mientras que la expresion de la

proteina FOXA1 se muestra elevada en BC

Adicionalmente, para tener un respaldo bioinformético del eje de corregulacion
propuesto, se analizd la expresion del miR-130a-3p en la base de datos UALCAN
como se esperaba, el miR-130a-3p se encontré subexpresado en muestras de tumor

mamario respecto al tejido mamario sano, esta diferencia es estadisticamente

significativa (p=1.62X101?) (Figura 14A),.

Curiosamente, al analizar la expresion del gen que codifica para la proteina FOXA1,
se analizo la expresion FOXAL en los principales subtipos moleculares de cancer de
mama en la base de datos UALCAN y, como se observa en el grafico de barras
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obtenido, el subtipo molecular que muestra una mayor expresion es el subtipo luminal

(Figura 14B), lo que a su vez respalda nuestro eje de regulacién propuesto.

LA diferencia en los niveles de expresion de LINC01087 con respecto a los subtipos
moleculares de cancer de mama es significativo, por lo que este hallazgo aunado a la
expresion del miR-130a-3p y FOXA1 podria estar indicando que el eje propuesto es

especifico de los subtipos luminales.
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Figura 14. Expresion de las moléculas involucradas en el eje de correlacion
LINC01087/miR130a-3p/FOXA1 en BC. (A) Perfil de expresion del miR-130a-3p en
tejido normal de mama vs tejido de tumor primario. (B) Perfil de expresion de FOXAl
en los subtipos moleculares de cancer de mama. Gréaficas de barras obtenidas
mediante la base de datos UALCAN.
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7.4 Las células transfectadas con el si-LINC01087 crecidas en 2D y 3D muestran

disminucion de la expresion del LINC01087

Para confirmar experimentalmente el eje propuesto LINC01087/miR-130a-3p/ FOXA1l
se procedi6 a realizar el silenciamiento de la expresion del LINC01087 utilizando un
RNAI del tipo siRNA especifico (si-LINC01087) en las células BT-474 (luminal B), este
RNAI impacta en la posicion 2789 nt de dicho INcRNA. Para verificar que la transfeccion
del siRNA mediante la formacién de complejos con ayuda de la lipofectamina 2000
(ver metodologia) se realiz6 de manera satisfactoria, procedimos a realizar una RT-
gPCR.

El andlisis de los datos obtenidos demostré que en las celulas BT-474 crecidas en 2D
y transfectadas por 24 h con el siRNA a una concentracion de 60nM disminuyo la
expresion de LINC01087 en aproximadamente un 64% respecto a las celulas que no
fueron sometidas al tratamiento de transfeccion (ST) y a las células control negativo,
las cuales fueron transfectadas con el scramble [60nM] (Figura 15A). Una vez que
comprobamos la eficiencia del RNAi comenzamos con la metodologia para transfectar
el si-LINC01087 en los cultivos crecidos en 3D (se describe en el apartado de
metodologia), es decir, con geltrex, el cual como vimos en los antecedentes, es de
suma importancia para recrear parcialmente el microambiente tumoral. Al analizar la
expresion del LINC01087 a las 24 h de transfeccién no se vio una disminucion de la
expresion estadisticamente significativa, por lo que aumentamos el tiempo de
transfeccion a 48 h. Al analizar la expresion a este tiempo, se observé que disminuyo
la expresion de LINCO01087 en un 56%, esta disminucion fue estadisticamente

significativa respecto al grupo de células control y si-scramble (Figura 15B).
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Figura 15. Expresion de LINC01087 en células transfectadas con si-LINC01087.
A. Expresion relativa de 1inc01087 en células cultivadas en monocapa transfectadas
con si-LINC01087 (60 nm) 24 h después de la transfeccion. B. Expresion relativa de
linc01087 en células cultivadas en 3D transfectadas con si-LINC01087 (60 nm) 48 h
después de la transfeccion. Se analizaron 500 ng de RNA. Los experimentos se
realizaron por triplicado y los datos se expresaron como media + DE. * p <0,05y ** p <

0,001. Anova one way-Test dunett’s.

7.5 Las células BT-474 crecidas en 3D transfectadas con si-LINC01087 muestran un

cambio en la formaciéon de esferoides

La linea celular BT-474 comercial, se extrajo del tumor de una mujer con carcinoma
ductal invasivo, esta linea se caracteriza por ser positiva para los ER+, PR+ y HER2+.
La morfologia de esta linea se caracteriza por la formacién de “parches” de células
adherentes y estas presentan un crecimiento lento y hasta tres semanas son
necesarias para llegar a una confluencia del 80% por lo que para determinar si las
células deficientes de LINC01087 exhibian un cambio en la morfologia usual,
realizamos seguimiento de la morfologia celular después de la transfeccién en un

periodo de tiempo que va desde las Oh hasta las 120h entre las células control (no
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transfectadas) (Figura 16A), las células control negativo (si-scramble) (Figura 16B) y
las células si-LINC01087 (Figura 16C).

Como se muestra en la figura 16, en las primeras 24 h no se observa una diferencia
en la formacion de esferoides en las tres condiciones de trabajo; sin embargo, a las 48
h se empieza a observar un cambio en la morfologia de las células deficientes de
LINC01087. Este comportamiento se ve exacerbado a las 72 h, en este intervalo de
tiempo, los esferoides empiezan a cambiar la morfologia tipica de esta linea celular en
3D, la cual se puede observar en los grupos control como una morfologia redonda. El
punto maximo de cambio en la morfologia fue a las 120 h, a este tiempo se puede
observar un tipo de estructuras que rodean al esferoide (flechas rosas), asi mismo,
podemos observar un compartimiento similar en las células control, donde predomina
el aumento del diametro de los esferoides (figura 17A) y una disminucion en el nimero
de esferoides (figura 17B), este patron de crecimiento es contradictorio al de las células
si-LINC01087, en estas observamos una disminucion tanto del nimero como del

diametro de las estructuras tridimensionales.
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Figura 16. La deficiencia de LINC01087 disminuye el tamafio y numero de
esferoides de las células BT-474 . Crecimiento de la linea celular de cancer de mama
luminal B de tiempo 0 a 120 horas en las condiciones sin tratamiento (A), transfectadas
con si-scramble (B), y células si-LINC01087 (C).
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Figura 17. La deficiencia de LINC01087 disminuye el tamafio y numero de
esferoides de las células BT-474. A. Diametro de los esferoides calculado a partir del
perimetro mediante el software ImagedJ. B. Numero de los esferoides. La barra
representa la desviacion estdndar n=3, media = DE obtenida de triplicados). ANOVA

de una via, seguido de un test de Tukey P <0.05.

7.6 Determinacion del efecto funcional de la deficiencia de LINC01087

7.6.1 La deficiencia de la expresion del LINC01087 impacta en la viabilidad de las
células BT-474 crecidas en 2Dy 3D

Una vez comprobada la disminucion de la expresion de LINC01087 tanto en cultivos
monocapa como en los cultivos crecidos con matrigel (3D), nuestro siguiente objetivo
era comprobar si esta deficiencia tenia algun impacto en la viabilidad celular, por lo
gue las células BT-474 crecidas en 2D deficientes de LINC01087 se sometieron a un
ensayo de viabilidad celular mediante el reactivo tetrazolio amarillo (MTT) en un
meétodo colorimétrico en el que esta sustancia reacciona con el NADPH de las células
metabdlicamente activas, es decir, entre mas oscuro sea el color morado, mayor es el

numero de células metabdlicamente activas, lo cual indirectamente nos indica la
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viabilidad celular. Este ensayo nos demostré que la transfeccion reduce la viabilidad

celular en comparacion con las células sin tratamiento y las si-scramble (Figura 18A).

Por otro lado, el ensayo de viabilidad celular en los cultivos en 3D se realizé6 mediante
el kit CellTiter-Glo 3D, este reactivo tiene la capacidad penetrar y de lisar a los
esferoides, para asi poder interactuar con el ATP producido por las células sirviendo,
asi como un indicador de viabilidad celular al emitir luminiscencia. Los datos obtenidos
mediante este ensayo nos indican que, de manera interesante, la viabilidad celular en
los cultivos en 3D disminuye (Figura 18B), sin embargo, esta disminucién no es
estadisticamente significativa comparada con las células control. Un dato importante
arrojado en este ensayo es que en los cultivos en 3D la disminucién no es tan marcada

como ocurrio con el ensayo de viabilidad en los cultivos en 2D.
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Figura 18. La deficiencia de LINC01087 impacta en la viabilidad celular en lalinea
BT-474. (A). Ensayos de viabilidad de células BT-474 cultivadas en monocapa
transfectadas con si-LINC01087 (60nM), Scramble, Mock y no transfectadas por 24 h.
(B). Ensayo de viabilidad celular de células BT-474 cultivadas en 3D transfectadas con
si-LINC01087 por 48 h, en las condiciones de A, utilizando CellTiter-Glo® 3D. Los
experimentos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como media + DE.

*p <0,05.
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7.6.2 Las células si-LINC01087 disminuyen la capacidad proliferativa celular en

cultivos crecidos en 2D y 3D

Se ha demostrado que LINC01087 se encuentra estrechamente involucrado en la
capacidad proliferativa de células de BC del subtipo TNCB ((She et al., 2020), sin
embargo, aun no se encuentra documentada la participacién de LINC01087 en las
células BT-474 las cuales son pertenecientes al subtipo luminal B. Debido a este
planteamiento, nos preguntamos si el silenciamiento de LINC01087 en los cultivos

crecidos en 2D y 3D impactarian en la proliferacion celular.

El ensayo de proliferacion celular se llevo a cabo en los cultivos 2D mediante el reactivo
de MTT (seccion de metodologia) documentando en un intervalo de tiempo que va de
las Oh a 72 h (Figura 19A). En la gréfica obtenida se puede observar que a partir de
las 24 h post transfeccién, las células si-LINC01087 muestran un decremento de la
capacidad proliferativa la cual resultd ser estadisticamente significativa comparada con
el grupo de células control, lo contrario ocurrio con las células si- scramble, las cuales
mostraron un comportamiento similar a las células control, lo que nos estaria indicando
qgue el comportamiento de las células si-LINC01087 no es producto del tratamiento

metodoldgico.

Curiosamente, al llevar acabo el ensayo de proliferacion celular en los cultivos en 3D
mediante el kit CellTiter-Glo 3D en el mismo intervalo de tiempo (0h-72h) (Figura 19B)
post transfeccion, pudimos percatarnos que las células si-LINC01087 adoptaron un
comportamiento similar a las células crecidas en 2D, es decir, a partir de las 24 h se
observa un decremento en la proliferacién celular y al pasar del tiempo la tendencia

fue exacerbandose, este patrén se observo con menor intensidad en los cultivos 2D .
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Figura 19. La deficiencia de LINC01087 disminuye la capacidad proliferativa de
las células de cancer de mama. (A). Proliferacion de células BT-474 cultivadas en
monocapa y cuantificadas cada 24 horas durante 3 dias mediante el reactivo MTT. (B).
Proliferacion de células Bt-474 cultivadas en tres dimensiones y cuantificadas cada 24
horas durante 3 dias mediante el reactivo CellTiter-Glo® 3D test de multiples
comparaciones Dunnett’s. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se

expresaron como media £ DE. *p < 0,05y ** p < 0,001.

7.6.3 El silenciamiento de la expresion del LINC01087 disminuye significativamente la

migracion celular de la linea BT-474 de cancer de mama en 2D

Como se menciona en los antecedentes, se ha reportado que LINC01087 esta
sobreexpresado en los cultivos en 3D de esta linea celular, mientras que el miR-130a-
3p se encuentra a la baja provocando que la proteina FOXAl se encuentre
sobreexpresada. Esta proteina en particular esta involucrada en un aumento de la
migracion celular. La migracion celular es un fenbmeno molecular importante para la
progresion del cancer, por lo que decidimos verificar si el eje propuesto mediante
herramientas bioinformaticas (LINC01087/miR-130a-3p/FOXA1) impactaba en la

migracion celular de las celulas BT-474.
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Una vez que se comprobd que el silenciamiento de LINC01087 impactaba en la
viabilidad y la capacidad proliferativa, nos preguntamos si tendria algun efecto en la
capacidad migratoria de las células BT-474 por lo que se procedi6 a realizar ensayos
de migracion celular mediante camaras transwell como se describe en el apartado de
metodologia. Una vez transcurridas las 72 h se realiz6 el conteo de las células que

lograron atravesar la membrana (Figura 20).

Los resultados demostraron que el silenciamiento de LINC01087 resultdé en una
disminucién estadisticamente significativa de la migracion celular en comparacion con
las células control, es decir las células no transfectadas y las células transfectadas con
scramble, sin embargo, se espera que esta tendencia se vea aumentada a las 48 h de
transfeccion, lo cual quedard como una perspectiva para aplicar en las células crecidas

en un ambiente tridimensional.
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Figura 20. Migracion celular de células si-LINC01087. Se realizaron ensayos de
migracion celular mediante camaras transwell, la membrana tiene un tamafo de poro
de 8um. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como

media + DE. *p <0,05. Test Dunett’s.
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7.6.4 La disminucion de la expresion de LINC01087 en células de BC subtipo luminal

B inhibe la formacion de mimetismo vasculogénico en un ambiente tridimensional

En la actualidad, diversos grupos de investigacion se han dedicado a descifrar la
importancia del gradiente de Oz que se genera en el microambiente tumoral, se ha
reportado ampliamente que la hipoxia es un factor clave para la progresion del cancer,
la importancia radica en la formacion de canales (Luo et al., 2020), los cuales sirven
como una red bien organizada que suministra tanto nutrientes como oxigeno a los
tumores solido, por lo que nos preguntamos si las células deficientes de LINC01087,
mediante el eje de corregulacion propuesto LINC01087/hsa-miR-130a-3p/FOXAL
podria regular procesos involucrados con la hipoxia celular como es el mimetismo

vasculogénico.

Los resultados de este ensayo mostraron que las células BT-474 deficientes de
LINC01087 y sometidas a hipoxia por 48 h, inhiben totalmente el mimetismo
vasculogénico respecto a las células control (Figura 21A). Posteriormente se realizo el
conteo de nodos y canales (Figura 21 B,C) para poder aplicar la prueba estadistica de
ANOVA de una via.

La formacion de estructuras tubulares que funcionan como vasos sanguineos para
alimentar al tumor sélido. En las células control y las células transfectadas con si-
scramble se pudo observar a partir de las 3h el comienzo de formacion de canales, ya
que la morfologia de las células BT-474 comienza a pasar de perfectamente redondas
a células con morfologia alargada, asi mismo, en este intervalo de tiempo se
empezaron a identificar estructuras tipicas del mimetismo vasculogénico llamados
nodulos, este comportamiento se exacerba a las 6 h ya que se empezé a observar la
fusidon celular para la formacion de canales, sin embargo, las fotografias a las 9 h
muestran el punto maximo de formacion tanto de tubulos como de canales, para
finalizar el experimento se tomd una ultima fotografia a las 24 h, curiosamente a este
tiempo, las células se fusionaron por completo, de modo que comienzan a retomar su
estructura tridimensional tipica, es decir en forma de masa, a las 24 h se observa un
menor numero de canales y nodulos, sin embargo, estos aumentan en area, este
patron es contundente con los resultados obtenidos en el analisis de formacion,

namero y tamafio de los cultivos en 3D que obtuvimos anteriormente y son
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consistentes con otros trabajos en 3D (Nufiez-Olvera et al., 2022; Salinas-Vera et al.,
2022).

De manera interesante pudimos observar un comportamiento totalmente diferente en
las células si-LINC011087, ya que a las 3 h no hay un cambio con respecto a las
células control, sin embargo, a las 6 h en lugar de observar el comienzo de la formacion
de canales, solo pudimos observar la formacion de nédulos, a las 9 h fue el tiempo de
mayor diferencia, ya que pareciera que las células comenzaron a re agruparse para la
formacién de los esferoides tipicos de esta linea celular. Por lo que, a raiz de los datos
obtenidos de este ensayo, podemos deducir que el silenciamiento de la expresion de
LINC01087 inhibe la formacion de mimetismo vasculogénico en las células BT-474 en
BC.

0h 3h 6h 9h 24h

h . . . . :
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Figura 21. El Silenciamiento de LINC01087 inhibe el mimetismo vasculogénico
en células de cancer de mama luminal B. Las células BT-474 se transfectaron con
scramble o si-LINC01087 (60 nm) durante 48 h al mismo tiempo que las células se
sometieron a hipoxia durante 48 h y se sembraron en Matrigel durante 24 h para el
ensayo de formacion de tabulos. (A) Células de control (panel superior), mezcla [60
nM] (panel central), células transfectadas con si-LINC01087 (panel inferior). (B)
Numero de puntos de bifurcacion. (C) Numero de canales 3D después de 9 h. Los
experimentos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como media + DE.
ANOVA unidireccional. **p<0,001.
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7.6.5 Efecto del silenciamiento de LINC01087 y de la sobreexpresion del miR-130a-3p
sobre la abundancia de la proteina FOXAL en la linea celular de BC subtipo luminal B

crecidas en 3D

Una vez que comprobamos que la deficiencia de la expresion de LINC01087 en la
linea celular BT-474 impacta en los diferentes Hallmarks del cancer de mama,
quisimos seguir con la direccién del eje de corregulacion propuesto: LINC01087/hsa-
miR-130a-3p/FOXAL, por lo que el siguiente paso fue analizar la expresion de nuestra

ultima molécula de interés FOXAL.

Hasta el momento hemos comprobado que el eje de corregulacion impacta a un nivel
post transcripcional, sin embargo, aun desconocemos si este eje puede influir a nivel
post traduccional, es decir a nivel de proteina, por lo que nos preguntamos como este
silenciamiento impacta en la abundancia de la proteina FOXAl. Como se ha
mencionado en los antecedentes, la proteina FOXA1 ya ha sido reconocida por su
amplio papel en el desarrollo maligno en cancer de mama, por lo que se ha propuesto

esta molécula como un posible biomarcador de prondstico en BC (Metovic et al., 2022).

Nuestro analisis in silico-nos corroboré que la expresion de FOXAL se ve aumentada
en el subtipo luminal B, mientras que la expresion del miR-130a-3p se ve reducida, es
por eso que nosotros realizamos experimentos con la técnica western blot, esta técnica
nos permite detectar la abundancia de la proteina en cuestion. En estos ensayos
manejamos cinco condiciones; células control, células si- scramble, células si-
LINC01087 y células transfectadas con el precursor del miR-130a-3p a 30 y 60nM,

esto ultimo con la finalidad de restaurar la expresion del miRNA.

Antes de realizar el ensayo de wester blot realizamos una busqueda bioinformética
mediante el software de RNAINTER, para conocer los posibles blancos de LINC01087
a nivel transcripcional y post transcripcional (Figura 22B). Nos llevamos una gran
sorpresa al descubrir que LINC01087 podria estar interactuando directamente con la
proteina FOXAL.

Posteriormente, se realizo la inmunodeteccion de la proteina FOXA1 (detallado en
metodologia) en las cinco condiciones antes mencionadas. Los resultados indican que

tanto el silenciamiento de LINC01087 como la sobreexpresion del miRNA-130a-3p
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provocan una disminucion de la proteina FOXA1 respecto a los grupos controles
(Figura 22C)

Al llevar a cabo el analisis densimétrico de las bandas inmunodetectadas en la
membrana (Figura 22D) se confirmo que la diferencia en la expresion de la proteina

FOXAL1 es estadisticamente significativa.

Los resultados de estos ensayos, nos indican que el eje propuesto mediante
herramientas bioinformaticas LINC01087/hsa-miR-130a-3p/FOXA1 se est4 llevando a
cabo en los cultivos crecidos tridimensionalmente, lo que estaria demostrando que
LINC01087 esta ejerciendo una funcién de “secuestro o esponjeo” sobre el miR-130a-
3p y por consecuencia estaria restringiendo la funcién reguladora del miR-130a-3p
sobre el RNAm de la proteina FOXA1.
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Figura 21. Inmunodeteccidn de la proteina FOXAL. (A) Region complementaria del
LINC01087 con el miR-1302-3p. obtenido mediante la base de datos encori. (B). Top
100 de las interacciones de LINC01087 (parte superior) y de FOXAL( parte inferior)

representada en una grafica de cuerdas. Obtenido mediante http://www.rnainter.org/

(C) Ensayos de western blot para FOXAL en extractos proteicos totales obtenidos de
células de cancer de mama BT-474. (D). Representacion grafica de la cuantificacion
de las bandas inmunodetectadas en A. Los experimentos se realizaron por triplicado y

los datos se expresan como la media = DE *** p<0.0001
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VIIl. Discusién

En la actualidad el panorama sobre el estudio del cancer se encuentra incierto,
particularmente el cancer de mama se encuentra lejos de encontrarse totalmente
elucidado, esto debido a la gran heterogeneidad celular inter e intrinseca que
conforman este tipo de neoplasia. Sin embargo, diversos autores han demostrado que
los cultivos en 3D estarian representando con mayor semejanza lo que ocurre en el
microambiente tumoral in vivo (Jubelin et al., 2022), lo que ha proporcionado una
nueva vision sobre el abordaje del estudio del cancer y el desarrollo de nuevos blancos

terapéuticos.

El uso de hidrogeles en cultivos en 3D estimula el crecimiento celular en forma de
esferoides sélidos, esta estructura permite diferenciar los diversos estados celulares
gque componen un esferoide, en donde se encuentran las células altamente
proliferantes en la capa exterior seguidas de las células inactivas, hipoxicas y
necroticas (Lin and Chang, 2008). Asi mismo, los componentes de estos hidrogeles
en los cultivos tridimensionales son responsables de la supervivencia y muerte celular,
debido a que dependen de la adhesién celular y de los componentes de la matriz
extracelular (Santini, 2000). Sin embargo, aun no se ha esclarecido como las redes de
correlacion IncRNAs/miRNAs/mRNAs participan en la progresion tumoral en cultivos
3D de cancer de mama y como estos presentan una expresion diferencial respecto a

los cultivos en monocapa.

En este trabajo se estudi6 la red de correlacion LINC01087/miR-130a-3p/ FOXAL. Por
lo que como primer paso se realizé un andlisis in silico para determinar la expresion
de LINC01087 en pancancer, se encontrd que este RNA largo no codificante tiene una
expresion variable dependiendo el tipo de cancer, siendo el cancer de mama la
neoplasia con mayor expresion de LINC01087 esto concuerda con el analisis in silico
reportado anteriormente, donde los datos recopilados mediante dos bases de datos
(TCGA y GEO) concuerdan con nuestros hallazgos (She et al., 2020), por el contrario,
en los tumores de células germinales testiculares observamos una pobre expresion de
este Inc (long non coding), curiosamente en el tejido sano este Inc se encuentra sobre
expresado, lo que podria estar indicando que LINC01087 actia como un indicador

diagndstico para algunos tipos de cancer relacionados con hormonas.
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Posteriormente, observamos que de manera curiosa, LINC01087 se sobre expresa en
todos los subtipos moleculares de cancer de mama, sin embargo, existe una diferencia
significativa en la expresion de este respecto a los subtipos moleculares, nuestros
resultados arrojaron una mayor expresion de LINC01087 en el subtipo luminal, el cual
se caracteriza por ser positivos a los receptores hormonales (ER, PR), lo que apoya
los resultados antes mencionados, los cuales apuntan a una estrecha relacién entre
LINC01087 y los canceres hormonales (De Palma et al., 2020). Lo anterior demuestra
que nuestros resultados son consistentes con la literatura publicada sobre la
abundancia en la expresion de este Inc y, a su vez, estos resultados nos sugieren que
el eje propuesto en esta investigacion puede ser especifico para los subtipos

luminales.

A continuacion, evaluamos si la expresion de LINC01087 poseia un valor de prondstico
comparando con la supervivencia general de los pacientes con cancer de mama que
lo sobre expresan utilizando las cohortes proporcionadas por KM-plotter con los
pardmetros clinicos que se mencionan en el apartado de métodos.
Sorprendentemente, nuestros hallazgos sugieren que una alta expresion de

LINC01087 se encuentra asociado a un mal prondstico y menor tiempo de sobrevida.

Anteriormente se ha reportado que los INcRNAs pueden actuar como “esponjas” de
microRNAs en diversas neoplasias como es el cancer gastrico, esofagico, mamay en
glioblastomas (She et al., 2020; Zhang et al., 2021; Chen et al., 2022; Le and Nhu,
2023). Especificamente en cancer de mama She y colaboradores estudiaron el efecto
funcional del eje LINC01087/miR-135-5p/ROCK1 en cultivos bidimensionales del
subtipo molecular triple negativo, ellos observaron que silenciando a LINC01087 a
través de ese eje de corregulacion se disminuia considerablemente la proliferacion,

invasion y migracion.

Nuestro enfoque en este trabajo fue explorar la participacion del Inc LINC01087 a
través del eje ya mencionado en la progresion tumoral en la linea BT-474 de cancer
de mama en cultivos 2D y 3D. Nuestro hallazgo en esta investigacion es que, al
silenciar a LINC01087 mediante un RNAIi se observa la inhibicion parcial de la
capacidad proliferativa, migratoria y la viabilidad celular, curiosamente también

disminuyo significativamente la capacidad de formar mimetismo vasculogeénico.
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Por ultimo, al realizar los ensayos de wester blot para la inmunodeteccion de la
proteina FOXA1 en los extractos de proteina total provenientes de las células con
deficiencia de LINC01087 pudimos percatarnos que la expresion de esta proteina se
ve drasticamente disminuida, el hecho de que la abundancia de la proteina FOXAL se
observé tan disminuida nos da un hilo del cual tirar, es decir, podria darnos una

explicacion biologica de lo que se encuentra sucediendo en las células cancerosas.

Su, Y. y colaboradores demostraron que la expresion de FOXAL en células de cancer
de prostata promovio la proliferacion, migracion y formacioén de tubos de las células
endoteliales in vitro (Su et al., 2021), este mecanismo se atribuye a que FOXAl
aumentd la produccion de factores proangiogénicos como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), endotelina-1 y endoglima. Cabe resaltar, que en el andlisis
bioinformético que realizamos para identificar a los posibles blancos de LINC01087
tanto a nivel transcripcional como post transcripcional nos arrojo que LINC01087
puede interactuar directamente con FOXAL, es decir, sin la participacion del miR-130a-
3p, por lo que esta posible interaccibn podria abrirnos un nuevo camino de

investigacion.

En este sentido se ha reportado que diversos Inc estan involucrados en varias
modificaciones postraduccionales de proteinas, principalmente en la fosforilacion,
ubiquitinacién y acetilacion por lo que los Inc estaran regulando tanto la degradacion
como la formacion de proteinas afectando los niveles de estas (Zhang et al., 2019). El
Inc Inc-DC se encuentra exclusivamente en células dendriticas humanas y posee la
capacidad de modificar la abundancia de diversas proteinas; mediante ensayos de
pull-down y RIP de RNA se confirmé la interaccion de Inc-DC con la proteina STAT-
3(Wang et al., 2014). STAT3 es una proteina que actia como factor de transcripcion
que participa en casi todos los hallmarks del cancer como la proliferacion, metastasis,
angiogénesis, inmunosupresion, inflamacion tumoral y la reprogramacion metabdlica
(Hu, Dong and Liu, 2024).

Como se ha venido mencionado, LINC01087 ha sido poco estudiado en cancer de
mama, sin embargo, en otros tipos de neoplasia se encuentra mas elucidada su papel
funcional, Ying Yin y colaboradores confirmaron el papel funcional de LINC01087
mediante un eje de corregulacion con el miR 135a-5p y la proteina PPM1E en tejidos
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de carcinoma de tiroides, esto mediante la inhibicion de LINC01087, por lo que esta
investigacion apoya nuestros hallazgos que afirman que LINC01087 si posee la
capacidad de esponjear diversos microRNAs (Yin et al., 2022). Por ultimo, como era
de esperar, todos nuestros resultados obtenidos en cultivos 2D vs. 3D mostraron
concordancia, sin embargo, el efecto en los hallmarks estudiados se muestran mas

exacerbados en los cultivos 3D.

IX. Conclusién

LINC01087 se encuentra sobre expresado en la linea celular de carcinoma ductal
invasivo. Los pacientes con alta expresion de este gen tienen una supervivencia
reducida, ademas, se presume que LINC01087 tiene la capacidad de actuar como una
esponja de miR-130a-3p para afectar la expresion de la proteina FOXAL y afectar la
viabilidad, proliferacion, migracion y mimetismo vasculogénico en la linea celular de

cancer de mama BT474 (figura 15).

Especificamente, las conclusiones de este proyecto de investigacion se enlistan a

continuacion;

1 EI RNA largo no codificante LINC01087 presenta una expresion variable en
diferentes tipos de cancer.

2 EILINCO01087 se sobre expresa en los tumores luminales en comparacién con
tejido normal y con los subtipos HER2+ y TNCB

3 Altos niveles de expresion del LINC01087 predicen un menor tiempo de vida
de las pacientes con cancer de mama.

4 Los niveles de expresion del miR-130a-3p fueron significativamente mas bajos
en cancer de mama comparado con el tejido normal, mientras que FOXAl
mostro altos niveles de expresion en el subtipo luminal comparado con tejido
normal, HER2 y TNCB.

5 El silenciamiento de la expresion del LINC01087 demostrd una disminucion en

la viabilidad celular, asi como una reduccién de la capacidad proliferativa y
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migratoria. Adicionalmente, se comprobd una disminucion en la formaciéon de
estructuras similares a vasos sanguineos.

6 Finalmente, se comprobé que el eje de corregulacion propuesto
LINC01087/miR-130a-3p/ FOXAL puede estar impactando en los niveles de

progresion tumoral en cancer de mama.

miR-130a-3p — &
SIRNA mik-130a-3p

o~ RNAm FOXAL
x

Proliferacion celular

Migracion

Tamafio del esferoide

Mimetismo vasculogénico

Figura 15. Mecanismo de accién propuesto para el LINC01087 en cancer de mama. El
LINC01087 se encuentra sobre expresado en los cultivos crecidos en 3D, al disminuir
esta expresion por medio de RNAI, se interrumpe el mecanismo de secuestro del miR-
130a-3p, por lo que este ejerce su funcién de regulador a nivel postranscripcional
interviniendo en la sintesis de la proteina FOXAL, la cual es la encargada de regular

algunos Hallmarks del cAncer de mama.
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X. Perspectivas

En este proyecto de investigacién se emple6 un modelo de cultivo celular en 2D y 3D
de células de cancer de mama BT-474, posteriormente identificamos cambios en la
expresion del IncRNA (LINC01087), miRNA (miR-130a-3p) y proteina (FOXA1L)
comparacion con las condiciones 2D. Encontramos que silenciar a LINC01087 y
mediante el eje propuesto se logré reducir la proliferacion celular, la capacidad
migratoria y el mimetismo vasculogénico. En consecuencia, este descubrimiento abre
una posibilidad para regular el desarrollo del cancer, sin embargo, aun quedan

incégnitas que despejar. La perspectiva inmediata del proyecto es:

1. Corroborar la interaccion LINC01087/miR-130a-3p/ FOXA1 mediante ensayos
de luciferasa

2. Desarrollar una nanoparticula acoplada al IncRNA-LINC01087 que tenga como
blanco alguna molécula especifica para pacientes con cancer de mama luminal
B, como puede ser la proteina FOXAL.

3. Llevar a cabo los mismos experimentos realizados en este proyecto, pero ahora
en un modelo bioldgico in vivo, con la finalidad de acercarnos mas a lo que

ocurren en un tumor in vivo.
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