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Resumen

El cdncer de mama es el tipo de cdncer mas frecuente y la segunda causa de muerte
mas frecuente de mujeres en México, un fendmeno que empeora el prondstico de los
pacientes con este tipo de cancer es la presencia de mimetismo vasculogénico el cual
se define como la formacion de redes tridimensionales de células no epiteliales para
la obtencion de oxigeno y nutrientes. Se ha demostrado la participacion de proteinas
como FAK. Los miRNA son moléculas de RNA pequefios de 20-25 nucledtidos que
tienen un papel como reguladores postranscripcionales, el miR-204 se ha demostrado
qgue inhibe la formacion de mimetismo vasculogénico y se tenian indicios de que el
RNA mensajero que codifica para la proteina FAK era uno de sus blancos directos.
Recientemente se ha reconocido a los RNA largos no codificantes como reguladores
de la expresion génica, uno de los mecanismos descritos mediante el cual realizan la
regulacion es la interaccion directa secuencia especifica con los miRNA, llamada
esponja de miRNA, un RNA largo no codificante que se ha reportado que esta sobre
expresado en cancer es HOTAIR, HOTAIR esta sobre expresado en cancer de mama
y tiene una region semilla al miR-204. En el presente trabajo se demostré que la
inhibicion de HOTAIR disminuia significativamente la formacion de mimetismo
vasculogénico, también se disminuia la migracion celular y se observé que la inhibicion
de HOTAIR disminuia la expresién de la proteina FAK. Se demostré la interaccion
secuencia especifica entre el miR-204 y el IncRNA HOTAIR con un ensayo de
actividad de luciferasa. Por ultimo, se comprob6 que el RNA mensajero que codifica

para la proteina FAK es un blanco directo de miR-204.



Abstract

Breast cancer is the most frequent type of cancer and the second cause of death in
Mexican women, vasculogenic mimicry is a feature in cancer that worsen the
prognostic. Vasculogenic mimicry is the formation of three-dimensional networks of
non-epithelial cells to obtain oxygen and nourishment. There are several molecules
involved in the development of vasculogenic mimicry, one of them is FAK. miRNA are
small RNA molecules of 20-25 nucleotides that are post transcriptional regulators, miR-
204 has been proved that inhibits vasculogenic mimicry and that FAK could be one of
his targets. Recently long non-coding RNA are emerging as the new regulators of gene
expression, one of the mechanisms for this regulation is that they act as a sponge of
mMiRNA, HOTAIR is an oncogenic IncRNA that is upregulated in breast cancer and
contains a seed region to miR204. In this work we analyse the inhibition of HOTAIR
diminishes the presence of vasculogenic mimicry and cell migration. The inhibition of
HOTAIR which also reduce the abundance of FAK protein. Using a luciferase assay
we proved the interaction between miR-204 and HOTAIR. Finally, we demonstrated

that FAK is a direct target of miR-204.



1.0 Introduccién

1.1 El cancer

El cancer es el nombre que se le da a una coleccion de enfermedades relacionadas.
En todos los tipos de cancer las células afectadas inician a dividirse sin control e
invaden tejido circundante. El cancer puede iniciar en casi cualquier sitio del cuerpo
humano. Normalmente las células crecen y se dividen para formar células nuevas con
control y orden, cuando una célula envejece o se dafia, muere y una nueva célula toma
su lugar. Cuando aparece el cancer este proceso ordenado se pierde. Las células
viejas que deberian morir sobreviven y se empiezan a dividir sin necesidad. Estas
células extras forman los crecimientos llamados tumores. Los tumores de cancer son
malignos, lo que significa que invaden tejido cercano al sitio de lesién primario.
Ademas, mientras el tumor crece algunas células pueden separarse y viajar a sitios
distantes a través de la sangre o linfa para formar nuevos tumores en lugares lejanos
al tumor original (metastasis) (Amos, et al; 2012). Existen alrededor de 200 tipos de
células en nuestro organismo y si bien el cancer se puede desarrollar a partir de
cualquier tipo de células existen mas de 200 tipos de céncer distintos los cuales se

pueden clasificar con base en su origen en:

Carcinomas. Las células epiteliales forman los epitelios que recubren las superficies
del organismo y el revestimiento de cavidades de los 6rganos huecos, la piel, las
mucosas Y las glandulas, esta clasificacion de “carcinoma” se usa cuando las células
epiteliales dan origen al tumor. Cuando el origen tumoral proviene de células epiteliales

gue recubren glandulas, este recibe el nombre de adenocarcinoma. Cuando se origina



de epitelios de superficie se clasifica como carcinoma epidermoide, carcinoma de
células escamosas o carcinoma de células transicionales. Debido a la gran extension
y al contacto directo con agente mutagénicos y/o carcinogénicos, los carcinomas son
el tipo de cancer mas comun de la poblacién mundial, constituyendo aproximadamente
un 85% de todos los tipos de cancer. Dentro de los carcinomas de mayor incidencia
se encuentran el cancer de mama, cancer de proéstata, cancer de colon y recto, y el

cancer de pulmon (Sonneborn et al., 1947).

Leucemias. Se clasifican como leucemias a los canceres originados en células de la
médula 6sea. Las caracteristicas de este tipo de canceres presenta una proliferacién
descontrolada del nimero de leucocitos inmaduros en la médula 6sea. Los cuatro tipos
principales de leucemias son: leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia linfocitica
cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia mieloide crénica (LMC). La
leucemia es el cancer infantil mas comun y la leucemia linfocitica aguda representa
aproximadamente 72% de casos de leucemia infantil. La leucemia mas comun en

adultos es la LMA seguida por la LLC, LMC y la LLA (Sonneborn et al., 1947).

Linfomas. Los linfomas se originan de las células del sistema inmune, particularmente
en el sistema linfatico. A los linfomas también se les conoce como los tumores sélidos
hematoldgicos para distinguirlos de las leucemias. Hay dos categorias béasicas de
linfomas; Linfoma de Hodgkin, que se caracteriza por la presencia de un tipo de célula
llamada célula de Reed-Sternberg (célula gigante derivada de linfocitos B). La otra
categoria es la de los linfomas no Hodgkin que incluye un grupo grande y diverso de

canceres de las células del sistema inmunitario. Los linfomas no Hodgkin pueden
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dividirse alin mas en canceres que tienen una evoluciébn o curso indolente (de
crecimiento lento) y aquellos que tienen una evolucion dindmica (de crecimiento

rapido). (Sonneborn et al., 1947).

Mielomas. Cando el origen del cancer comienza en las células plasméticas (glébulos
blancos que producen anticuerpos). También se llama enfermedad de Kahler, mieloma
multiple, mieloma de células plasmaticas y mielomatosis. Este es el segundo cancer
sanguineo mas comun en los Estados Unidos y representa el 1% de casos de cancer

en el mismo pais (Sonneborn et al., 1947).

1.3 Origen del cancer

El cancer es una enfermedad genética, causada por cambios en genes que controlan
la manera en la que nuestras células funcionan, crecen y se dividen. Cambios
genéticos pueden ser heredados de los padres. También pueden originar durante la
vida de una persona como el resultado de errores durante la divisién celular o porque
haya algun dafio en el DNA ocasionado por factores ambientales. Las exposiciones
ambientales incluyen substancias quimicas como el tabaco o radiacion, como los rayos
ultravioletas de sol. Cada persona tiene una combinacién Gnica de cambios genéticos.
Conforme la enfermedad evoluciona nuevos cambios ocurren, incluso dentro del
mismo tumor pueden existir células con diferentes combinaciones de cambios. En
general las células de cancer tienen un mayor nimero de cambios genéticos que las
células normales, algunos cambios pueden ser ajenos al cancer y otras en cambio

pueden ser ocasionadas por el cancer (Peacock et al; 2002)
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1.4 Genes relacionados con cancer

Los cambios genéticos que contribuyen al cancer suelen afectar tres tipos de genes,
proto-oncogenes, genes supresores de tumor y genes de reparacion de DNA.

Los proto-oncogenes estan involucrados en crecimiento y division celular. Sin
embargo, cuando estos genes se alteran en ciertas formas o son mas activas de lo
normal se convierten en genes que provocan cancer u oncogenes, que permite a las
células sobrevivir y crecer cuando no deberian. Los genes supresores de tumor
también estan involucrados en controlar el crecimiento y division celular. Células con
alteraciones en estos genes pueden llevar a una division incontrolada. Los genes de
reparacion de DNA se encargan de reparar al material genético cuando existe algun
dafo, estas mutaciones tienden a llevar a la aparicion de nuevas mutaciones en otros
genes. Juntas estas mutaciones pueden causar que las células se vuelvan

cancerosas. (Hannahan et al; 2011)

El cancer se origina cuando las células de cierto organismo sufren cambios por
factores endd6genos o exdgenos que cambian la manera de responder a ciertos
estimulos, como la muerte celular programada o apoptosis. Los tejidos normalmente
controlan cuidadosamente la produccion y liberacion de sefiales de crecimiento que
regulan el ciclo celular, asegurando una homeostasis en el numero celular y
mantenimiento de la arquitectura normal del tejido. Las células cancerosas en cambio
mantienen procesos de division sostenidos formando células anormales que llevan a

la formacion de un tumor
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1.5 Hallmarks del cancer

Los hallmarks del cAncer comprenden seis capacidades biolégicas adquiridas durante
el desarrollo de los tumores en humanos. Estos hallmarks constituyen un principio
organizado y racional de las complejidades de las enfermedades neoplasicas. Los
hallmarks se componen de: mantenimiento de sefales proliferativas, evasion de
sefiales de supresion de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad
celular, induccion de la angiogénesis y activacion de invasion y metastasis. En la figura

1 se muestran los hallmarks propuestos por Hannahan y Weinberg en 2011.

1.5.1 Autosuficienciade las sefiales de crecimiento

En condiciones normales existe una fuerte regulaciéon mediada por las sefales
de crecimiento; la mayoria de los factores de crecimiento son producidos por
un tipo de célula en particular, estimulando la proliferacion celular del mismo
tipo celular. Una de las principales caracteristicas de las células cancerosas es
la capacidad de crecer ilimitadamente. Existen distintos mecanismos mediante
los cuales las células tumorales son capaces de adquirir autosuficiencia a

sefales de crecimiento (Hanahan et al., 2011).

Principalmente, las células tumorales adquieren la capacidad de sintetizar sus
propios factores de crecimiento, estimulando asi su proliferacion, mediante un
mecanismo autocrino. Un mecanismo alternativo, de las células tumorales es
mandar sefiales a las células normales, para la produccién de factores de
crecimiento y asi utilizarlos (Lemmon et al., 2010). Uno de los principales

factores de crecimiento involucrados en cancer es el factor de crecimiento
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transformante beta (TGF-3) que se encuentra desregulado en distintos tipos de
cancer tales como mama, pulmoén, colén, entre otros (Chen et al.,, 2017;
Murakami, 2017). Pero también se requiere de la participacion de las rutas de
sefalizacion para que se lleve a cabo este proceso. Una de las principales rutas
de sefalizacién involucradas es de la proteina cinasas activadas por mitbgenos
(MAPKSs) que se encuentra alterada en varios tipos de cancer. Por ejemplo, la
sobre-activacion de esta via promueve la proliferacion celular en cancer
cervical. En la figura 1 se muestran los diferentes hallmarks del cancer (Sun et

al., 2017; Li et al., 2017).

1.5.2 Insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento

Ademas de estimular su crecimiento, las células tumorales también tienen la
capacidad de evadir sefiales anti-crecimiento, este mecanismo depende de los
supresores de tumor, los cuales van a actuar dentro de la célula mediante
diferentes rutas. Los genes supresores de tumor mas conocidos son; los que
codifican para la proteina asociada a retinoblastoma (RB) y TP53 estos
funcionan como controladores del ciclo celular (Hanahan et al., 2011). La
proteina RB se encuentra alterada en diversos tipos de cancer, tales como
cancer de pulmon, prostata, gastrico y mama,; entre otros. La proteina RB es
capaz de integrar sefiales antiproliferativas de distintos origenes, tanto
extracelular como intracelular, una de las principales funciones de RB es inhibir
la progresién del ciclo celular (Burkhart et al., 2008; Deshpande et al., 2005).
Por otro lado, TP53 es una proteina que censa tanto el estrés celular como el

dafio al acido desoxirribonucleico (ADN), por lo tanto, si una célula estuviera

14



bajo estrés intenso o recibiera mucho dafio al ADN, TP53 es capaz de detener
el ciclo celular hasta que nuevamente haya condiciones normales en la célula
o hasta que el dafio generado al ADN haya sido reparado, pero si el dafio es
irreparable, TP53 puede activar el proceso de muerte programada y llevar a la
célula comprometida a apoptosis. En la figura 1 se muestran los diferentes

hallmarks del cancer (Fischer et al., 2017)

1.5.3 Evasién alos procesos de muerte celular programada (apoptosis)

Otra caracteristica importante que adquiere el tumor es evadir la muerte celular
programa o apoptosis. Para que las células puedan llevar acabo la apoptosis
se requiere de la maquinaria apoptética que esta compuesta rio arriba de
reguladores y rio debajo de efectores (Hanahan et al., 2011). Los reguladores
monitorean las condiciones ambientales tanto extracelular como intracelular,
mandando sefiales de supervivencia o muerte celular. La via de sefalizacion
de la apoptosis converge en la mitocondria donde las proteinas pro-apoptoticas
despolarizan la membrana liberando al citocromo C, generando asi la muerte
de las células. Otro grupo de proteinas que participa en la apoptosis es la familia
de las Bcl2 (Cory et al., 2002). Bcl2 es una proteina pro-apoptética que se
encuentra desregulada en diferentes tipos de cancer, tales como la leucemia
linfocitica cronica y cancer de mama. La funcién alterada de proteina Bcl-2 en
la leucemia linfocitica crénica y otros tipos de cancer se ha atribuido a la
hipometilacién de la regién promotora en el gen bcl-2. También, se ha reportado

gue la represién del gen bcl-2 se debe a miRNAs tales como el miR-15 y miR-
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16. En la figura 1 se muestran los diferentes hallmarks del cancer (Yip et al.,

2008).

1.5.4 llimitado potencial replicativo

Hasta el momento hemos explicado como las células tumorales adquieren
ciertas capacidades, como son: autosuficiencia a sefiales de crecimiento,
insensibilidad a sefales anti-crecimiento y evasion de la apoptosis. En un
principio se creia que solo la autonomia de sefiales de proliferacién deberia ser
suficiente para generar y mantener una gran cantidad de células tumorales. En
células normales, se ha observado que las células poseen un programa celular
auténomo intrinseco que limita su multiplicacién, una vez que una poblacion de
células se ha multiplicado alrededor de 60 veces, estas detienen su crecimiento
y entran en estado de senescencia. Interesantemente, las células tumorales
son inmortales, es decir, pueden dividirse de manera ilimitada, esto se debe a
su alta tasa de regeneracion telomérica. En la figura 1 se muestran los

diferentes hallmarks del cancer (Marion et al., 2017).

1.5.5 Angiogénesis sostenida

La angiogénesis es la formacién de vasos sanguineos a partir de una red pre-
existente (Carmeliet et al., 2005). La angiogénesis es esencial en el desarrollo
y crecimiento del tumor, cuando el tamafio del tumor es mayor a 2 mm, se
genera un ambiente de hipoxia, por lo tanto, el tumor necesita de la formacion
de vasos sanguineos para el suministro de nutrientes y oxigeno (Carmeliet et

al., 2005). Por lo que, cuando se genera un ambiente de hipoxia la célula
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tumoral empieza a secretar factores pro-angiogénicos, como el factor de
crecimiento epidermal vascular (VEGF), el factor inducible de hipoxia (HIF),
generando una quimiotaxis de las células endoteliales hacia las células
tumorales estimulando su proliferacion y migracion. Por otra parte, las
metaloproteasas (MMP’s) favorecen a la degradacion de la matriz extracelular
(MEC) para la formacion de los vasos sanguineos. De manera importante la
angiogénesis se acompafia de otros eventos celulares tales como la
proliferacion, motilidad celular e invasion mediados por la activacion de rutas
de sefializacion comunes tales como fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), VEGF,
proteina cinasa B (AKT) y TGFB. En la figura 1 se muestran los diferentes

hallmarks del cancer (Carmeliet et al., 2005).

1.5.6 Invasion atejidos y metastasis

Lo que diferencia de un tumor benigno, de uno maligno, es que las células
tumorales malignas adquieren la capacidad de invadir tejidos adyacentes y
generar metastasis. Para esto, las células tumorales deben ser capaces de
liberarse de las interacciones célula-célula, asi como de su interaccion con
proteinas propias de la matriz extracelular; la capacidad de transformarse de
un estado celular definido y especializado (célula epitelial) a un estado méas
dindmico, migrante, que presenta algunas caracteristicas similares de las
células madre (mesenguimal) esto Ultimo se le conoce como transicion epitelial-
mesenquimal (TEM). Una de las principales proteinas que participa en este
proceso es e-cadherina. La e-cadherina es una proteina transmembranal

perteneciente a la familia de las caderinas, que tiene como funcién mantener la
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interaccion célula-célula. En la figura 1 se muestran los diferentes hallmarks del

cancer (Gheldof et al., 2013; Berx et al., 2008)

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Hallmarks del cancer propuestos por Hannahan y Weinberg en
2011. Se muestran los seis Hallmarks del cancer propuestos por Hannahan y
Weinberg in 2001, los hallmarks son procesos celulares que se van

presentando en las células que llevan a convertirse en cancerosas.
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1.6 Epidemiologia del cancer.

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel global y fue responsable de 9.6
millones de muerte sen 2018, En el mundo, 1 de cada 6 muertes es a causa del cancer.
El 70% de las muertes por cancer ocurren en paises pobres o en vias de desarrollo.
Mundialmente el gasto en tratamientos del cancer es de 1.14 billones de dolares
anualmente (OMS, 2018).

Desde hace varias décadas en el mundo, los tumores malignos se han posicionado en
los primeros sitos como causa de mortalidad a nivel mundial representando un gran
desafio para las economias y sistemas de salud (Organizacién Mundial de la Salud,
2017; Gonzalez-Gonzalez et al, 2009; Angeles-Constantino, et al, 2009). México no ha
sido la excepcion, desde la década de 1960 el cancer se ubicd entre las diez
principales causas de muerte (Kuri-Morales et al., 2011), siendo en 1960 y 1970 el
sexto motivo de mortalidad ascendiendo diez afios después al quinto puesto, para
1990 ocupé la segunda posicion hasta 2004, periodo donde descendid un lugar mismo
que ocupa hasta 2014, afio en el que representé el 12.2% de las defunciones,
Gnicamente por debajo de las enfermedades cardiacas (19.2%) y la Diabetes mellitus
(14.8%), asi mismo la mortalidad por neoplasias fue mayor en mujeres (13.97%) que
en hombres (10.74%). El 43.7% de las muertes correspondieron a poblacion en edad
productiva (15-64 afios) y 54.4% a poblacion adulta mayor (65 afios 0 mas). Tumores
como son proéstata, traquea bronquios y pulmén y estomago son los que mas afectan
al género masculino representando 36.1% de los fallecimientos, mamay cervicouterino
constituyen el 25.7% de las defunciones en lo que se refiere a poblacion femenina
(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018). Las proyecciones de muertes por

neoplasias a nivel mundial indican que de 2007 a 2030 la mortalidad aumentara en
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45%, pasando de ocho millones a 11.5 (Organizacion Mundial de la Salud, 2017;
Organizacion Mundial de la Salud, 2015); segun cifras de la Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer (IARC por sus siglas en ingles) y similar a nuestros
resultados, tumores de mama, préstata y pulmén, son los de mayor impacto tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo, sin embargo, en paises desarrollados
el cancer colorrectal es la segunda causa de muerte en mujeres, a diferencia de paises
en vias de desarrollo, como es el caso de México, donde el cancer cervicouterino

ocupa esta posicion (Ferlay et al., 2012).

1.7 Cancer de mama

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres y la metastasis de este
cancer es la responsable de la mayoria de las fatalidades. ElI cancer de mama
comprende un grupo heterogéneo de enfermedades con un comportamiento clinico
que es altamente variable, se origina cuando células en el seno (lobulares, las células
en los Iébulos que producen la leche o ductales, las células que forman los ductos que
transportan la leche del I6bulo al pez6n) comienzan a crecer en forma descontrolada.
En la figura 2 se muestra un diagrama de los sitios de lesion de cancer de mama. En
México, el cancer de mama es el tipo de cancer mas comun en la poblacion con un
estimado de veinte mil casos nuevos en el 2016, lo que equivale al 13.8% de casos
totales de cancer. Aproximadamente la mitad de los pacientes diagnosticados con
cancer de mama fallecen, generalmente por metéstasis y resistencia a la

quimioterapia. (secretaria de salud, 2016).
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El cancer de mama se origina generalmente en las células luminales epiteliales,
responsables de la formacion de las glandulas productoras de leche, o en los
conductos que son las vias que transportan la leche desde los lobulillos hasta el pezon.
Con menos frecuencia, el cdncer puede originarse en los tejidos estromales, los cuales
incluyen a los tejidos conjuntivos grasos y fibrosos de la mama. El desarrollo de perfiles
moleculares de expresion génica mediante microarreglos de DNA demostré que el
cancer de mama puede clasificarse en al menos cinco subtipos (tabla 1): Luminal A,
luminal B, HER2, basal y bajo en Claudina esto debido a la heterogeneidad.

Los tumores luminales son RE positivos, el subtipo luminal A es PR positivo y HER2
negativo, sin embargo, son los de mejor prondstico; mientras que los tumores luminal
B tienen un pronostico desfavorable por ser PR positivos o negativos y HER2 positivos
0 negativos, pero con un alto porcentaje de expresion de Ki-67 (marcaje de
proliferacion) Los subtipos difieren en su complejidad gendmica, alteraciones
genéticas clave y prondstico. Precedido por el cancer de pulmén, el cancer de mama
permanece como la segunda neoplasia maligna mas frecuente a nivel mundial con una
tasa de 39 por cada 100 000 habitantes. En mujeres es el tumor mas recuente con
1.38 millones de casos nuevos por mafio y la primera causa de muerte por cancer,
seguido por el cancer cervicouterino, colorrectal y pulmonar (Eroles et al; 2010). Es la
primera causa de muerte por cancer con 5217 defunciones reportadas por afio con
unatasa de 10.1. En México entre los afios 200 y 2006 se registraron 33,671 casos de
cancer de mama. En el afio 2000 la tasa fue de 3.7 por 100 000 habitantes,
aumentando en el 2006 a 8.4. El carcinoma lobular invasor es la segunda neoplasia

mas frecuente de la mama después del carcinoma ductal invasor que constituye el 5-
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15% de todos los canceres de mama diagnosticados, mientras que el carcinoma ductal

invasor representa el 70-90% de los casos (Eroles et al; 2010).

El cAncer de mama se puede originar en diferentes tejidos del seno, la mayoria
comienza en los conductos, cancer ductal, o en los I6bulos que contienen las glandulas
productoras de leche, cancer lobular, en la figura dos se esquematizan los sitios. A
nivel patolégico se reconocieron las diferencias morfolégicas desde hace muchos
afos, sin embargo, la mayoria de los casos caen en la misma categoria, pero
presentan una biologia molecular distinta con una prognosis y respuesta a tratamiento
significativamente diferentes. Histéricamente las decisiones para el manejo de los
pacientes se han basado en datos como, caracteristicas histologicas, tamafo del
tumor, estatus de nodos linfaticos, expresion de receptor del factor humano de
crecimiento epidérmico (HER?2), expresion del receptor de estrégenos (ER) y triples
negativos. (Provenzano et al., 2018). El cancer de mama se puede clasificar en cinco
subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2, basal y normal (Holliday et al.,
2011). En el cuadro 1 se puede observar la clasificacion molecular del cancer de

mama.
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Tabla 1. Clasificacién molecular del cAncer de mama

Clasificacion

Expresion de

Caracteristicas moleculares

receptores

Luminal A ER+,PR+/—, Bajo Ki-67(< 14 %), respuesta endocrina
HER2-

Luminal B ER+,PR+/—, Alto Ki-67, respuesta endocrina
HER2+

HER 2 ER-, PR—, HER2+ | Alto Ki-67, respuesta a quimioterapia.

Basal ER-, PR—, HER2- | Alto Ki-67, expresion de EGFR y citoquinas 5

y 6

Baja claudina

ER-, PR—, HER2—-

Alto Ki-67, E-caderina, baja Claudina 3,4y 7,

respuesta a quimioterapia.

EGFR, receptor de factor de crecimiento epidermal; ER, receptor de estrégeno; HER2,

receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2; PR, receptor de progesterona.
Tomada de Wallden et al; 2015.
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Nédulos Linfaticos

Lébulos
Ductos

Figura 2. Tejidos donde se presenta el cancer de mama. Se muestran los
principales tejidos donde se puede iniciar el cancer de mama los cuales son, los I6bulos
gue son los sitios donde se produce la leche, los ductos que son los canales que
conducen la leche de los l6bulos al pezon, frecuentemente las lesiones primarias
invaden los nédulos linfaticos cercanos a la mama. Tomado y modificado de Peacock,

2002.
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1.7 Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento de CM se determina con base en la clasificacion y estado del tumor.
Generalmente se incluye la intervencién quirdrgica, radioterapia y la administracion de
la combinacién de farmacos quimioterapéuticos. Los tipos de terapia se dividen

principalmente en tres tipos: neoadyuvante, adyuvante y paliativa. (Arnaout et al; 2018)

La terapia neoadyuvante esta indicada antes de cualquier procedimiento quirdrgico,
principalmente se enfoca a reducir el tamafio del tumor lo cual permite tener mayor
éxito de cirugia, asi como promover la sobrevivencia. El tratamiento neoadyuvante se
basa en el uso de antraciclinas y se ha observado el aumento en la eficacia de la
terapia neoadyuvante al agregar taxanos como docetaxel o paclitaxel (taxol) lo cual ha

incrementado nimero de cirugias conservadoras (Arnaout et al; 2018).

La terapia adyuvante estd indicada a pacientes que ya han sido intervenidos
quirargicamente, en aquellas pacientes que presenten metastasis a los ganglios
axilares en la pieza quirtrgica y en aquellas con ganglios positivos. Este tipo de terapia
esta enfocada a la eliminacion de células cancerigenas remanentes, evitar enfermedad
micro-metastasica, disminuir el riesgo de recurrencia e incrementar la supervivencia
(Elizabeth Miller et al., 2014). Los consensos internacionales recomiendan la utilizacion
de tratamiento adyuvante cuando exista al menos uno de los siguientes factores: i)
tumor mayor a 1 cm; ii) receptores hormonales negativos; iii) en pacientes menores a
35 afios; iv) en pacientes que sobreexpresan el oncogen HER2 y v) tumores con
invasion vascular o linfatica. El tratamiento adyuvante debe administrarse 1 a 4

semanas despues de la intervencion quirdrgica (Jesus et al., 2010).
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Los esquemas de quimioterapia recomendados deberan incluir antraciclinas y se
consideran esquemas combinatorios efectivos aquellos que incluyen FAC (5
fluorouracilo, adriamicina y ciclofosfamida) o FEC (5 fluororacilo, epirulicina y
ciclofosfamida). Estudios recientes demuestran el beneficio de agregar taxanos
(docetaxel o paclitaxel) particularmente, en pacientes con ganglios positivos, ya sea
junto con el antraciclico, como el esquema TAC (docetaxel, adriamicina y
ciclofosfamida) o de manera secuencial como adriamicina y ciclofosfamida (AC) x 4
ciclos, seguido de docetaxel x 4 ciclos o paclitaxel x 12 ciclos (Bonadonna et al., 2005;

Shah et al., 2018; Ding et al., 2018).

La terapia paliativa. La terapia paliativa se utiliza en pacientes con una enfermedad
diseminada o con recaida y esté indicada de primera linea ante tumores que presentan
receptores hormonales negativos, enfermedad visceral, corto intervalo desde la cirugia
o sintomatologia relacionada con la recaida o la metastasis. La eleccion del farmaco o
la combinacion de farmacos en la terapia paliativa esta determinada por el tipo de
receptores y parametros como la edad, estado general de salud, localizacion de

metéstasis y agresividad de la enfermedad (Paepke S et al., 2003).
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2.0 Antecedentes Particulares

2.1 Mimetismo vasculogénico

La angiogénesis involucra células endoteliales existentes y la formacién de vasos
sanguineos nuevos. La angiogénesis inicia en la médula 6sea donde células
progenitoras de endotelio son reclutadas para la colonizacién y diferenciacion para
formar vascularizacion en el tumor. El concepto de neovascularizacion fue descrito por
primera vez en 1787 en el contexto de la biologia embrionaria. El término de
angiogénesis fue acufado al principio del siglo XX, pero no fue aplicada a la biologia
de los tumores hasta décadas. La angiogénesis se forma en los tumores de diferentes
formas, sin embargo, se ha demostrado que algunos tumores pueden crecer sin
necesidad de la angiogénesis aun en condiciones de hipoxia, e incluso existen otros
tumores que muestran tanto angiogénesis como regiones de vascularizaciébn no
angiogénicas (Fernandez-Cortes et al., 2019). La angiogénesis tumoral es una
condiciéon importante en el crecimiento y evolucién de los tumores. EI mimetismo
vasculogénico se refiere a la habilidad de algunas células malignas de iniciar procesos
de desdiferenciacion para adaptarse a mudltiples fenotipos celulares, incluyendo
propiedades tipo endotelial (Maniotis et al., 1999). Estas células finalmente convergen
en redes de novo tipo vasculares compuestas de eritrocitos que son capaces de
contribuir a la circulacion (Frenkel et al., 2008). En este sentido, las células que se
transforman con mimetismo vasculogénico son capaces de reproducir un patrén
temprano del plexo vascular embrionario, proveyendo al ecosistema tumoral con un

sistema circulatorio independiente de la angiogénesis. (Zuazo-Gaztelu et al., 2018).
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El proceso de mimetismo vasculogénico fue observado en células de melanoma
altamente invasivas en 1999 cuyo fenotipo se revirtié a un estado tipo embrionario y
se incremento la plasticidad celular, incluyendo la expresién de genes asociados como
Ephrin-A2 y VE-cadherin (Hendrix et al., 2003). La liberacién de componentes de la
matriz extracelular, hipoxia y la activacion de metaloproteinasas transmembranales
han sido descritas como promotores del mimetismo vasculogénico (Seftor et al., 2005).
Aunque la frecuencia de mimetismo vasculogénico es relativamente bajo en tumores,
se le ha relacionado a agresividad tumoral, aumento en el riesgo de metastasis y una
prognosis pobre en muchos tipos de cancer como, mama, ovario, vejiga, entre muchos

otros reportados (Sun et al., 2006).

El mimetismo vasculogénico simula la vasculogenesis embrionaria sugiriendo que las
células de los tumores malignos adquieren un fenotipo tipo embrionario. Analisis de la
expresion génica mostraron que las células agresivas capaces de formar mimetismo
vasculogénico tienen un perfil genético diverso, expresando genes de mdltiples tipos
celulares como: endoteliales, fibroblastos y endoteliales (Seftor et al., 2002). Sin
embargo, todavia hay mecanismos moleculares que no son muy conocidos para el
desarrollo del mimetismo vasculogénico. La cadherina vascular endotelial (VE-
cadherina), también conocida como cadherina 5 0 CD144, es una proteina de adhesion
célula-célula expresada cominmente en las células endoteliales. La fosforilacion de
VE-cadherina en diferentes residuos puede modular las adhesiones celulares y
permeabilizacion en contextos diferentes (Breier et al., 2014). Se creia la expresion de
VE-cadherina era exclusiva de células endoteliales, sin embargo, en las décadas

pasadas se ha encontrado sobre expresada en varios tipos de tumores donde
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contribuye a la agresividad y el mimetismo vasculogénico. De hecho, se encontr6 VE-
cadherina en tumores altamente agresivos, pero no expresado en tumores no
agresivos, la represion de la expresion de VE-cadherina lleva a la inhibicion de la
formacién de mimetismo vasculogénico. Investigaciones recientes han demostrado
que la proteina de adhesion focal (FAK) puede fosforilar a la VE-cadherina en el
residuo Y658 en células endoteliales asociadas a tumor, esto nos habla de la
importancia que tiene FAK como regulador de la union célula-célula en las células

endoteliales y por ende la posible metastasis de los tumores. (Jean et al., 2014).

2.1.1 El microambiente tumoral y el mimetismo vasculogénico

La complejidad tumoral ha sido estudiada mucho mas a fondo en las Gltimas décadas,
lo que ha llevado al estudio no solo de las células tumorales sino también de los
diferentes componentes que componen el microambiente tumoral (Nobre et al., 2018).
La baja concentracion de oxigeno en los tumores, conocida como hipoxia tumoral ha
sido asociada a malignidad, metastasis y resistencia a la terapia en el cancer (Nobre
et al., 2018). La hipoxia se ha ligado también al mimetismo vasculogénico (Van der
Schatft et al., 2005). En carcinoma hepatocelular, la hipoxia promueve el mimetismo
vasculogénico a través de la activacion transcripcional de los genes bcl-2 y twistl. La
coexpresion nuclear de las proteinas Bcl-2 y Twist correlacionan con un aumento en
la expresion de VE-cadherina. La misma expresion de VE-cadherina asociada al
mimetismo vasculogénico (MV) puede ser inducida por hipoxia, especificamente por

el factor inducible por hipoxia HIF-2a.
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La hipoxia se ha ligado a la formaciéon de mimetismo vasculogénico por otras vias
diferentes a VE-cadherina. Por ejemplo, las especies reactivas de oxigeno (ERO)
median la estabilizacién de la proteina HIF1a el cual funciona como un proto oncogén
que induce la formacion in vitro de mimetismo vasculogénico en matrigel en células de
melanoma (Comito et al., 2011). El HIF promueve la formacion de mimetismo
vasculogénico también por el aumento en la expresion de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y el receptor del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGFR). En células de cancer de mama triple negativo, la hipoxia aumenta la
subpoblacién de células CD133*, comunmente conocidas como células tipo stem
(stem-like) a través de mecanismo mediados por Twistl. Esta poblacién celular parece
aumentar el MV ya que se ha encontrado principalmente en los tubos capilares que

forman las redes tridimensionales.

2.1.2 FAK como regulador del mimetismo vasculogénico

FAK es una proteina con funcién de tirosina cinasa citoplasmatica que es activada por
el receptor 2 de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) e integrina para
controlar la permeabilidad vascular. Se ha reportado que células agresivas de
melanoma humano tienen una alta fosforilacion constitutiva de VE-Cadherina en el
residuo Y658 (pY658-VEC), esta fosforilacion esta mediada por FAK. pY658-VEC
interacciona con el complejo de proteinas pl20-catenina y con el represor
transcripcional Kaiso en el nucleo. (Chen et al., 2012). La inhibicién de FAK lleva a la
liberacién de Kaiso, esto conlleva a la union de Kaiso con sus sitios de unién y a la

represion a sus genes blanco. La represion de los genes blanco de Kaiso (ccdnl y
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wntll) agravan el mimetismo vasculogénico (Delgado et al., 2018). En la figura 3 se

muestran los mecanismos moleculares asociados al mimetismo vasculogénico.
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Figura 3. Vias moleculares asociados a mimetismo vasculogénico. Uno de los
factores mas importantes para la formacibn de MV es la hipoxia creada en el
microambiente tumoral, esta lleva a la acumulacién de ERO las cuales logran
estabilizar a la proteina HIF el cual se transloca al nicleo donde acttia como factor de
transcripcion para activar la transcripcion de diferentes genes como: vefg-a, vegfr,
epha2, twistl y cox2. La sobreexpresion de las proteinas VEGFR, VEGF, VE-
cadherina aumentan la probabilidad de su activacién desencadenando una cascada
de sefiales con la activacion de proteinas como FAK, PI3K, Src, ERK1/2. Las cuales
conllevan a la activacion de las metaloproteasas 2 y 14, las cuales una vez activas
pueden escindir a la laminina 5y2 en laminina 5y2’ y laminina 5y2x, esta ultima esta
asociada a la remodelacion de la matriz extracelular necesaria para la formacion de
los tubulos y redes tridimensionales. Otra via por la que se ha descrito la formacion de
MV es la expresion de COX-2 la cual activa al receptor EP3 y este a su vez activa a
PKCa, el cual puede activar a ERK1/2 desencadenando la activaciéon de

metaloproteasas que llevan al MV igual que en la via anterior. La tercer via es asociada
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a las células tipo stem (stem-like) que se encuentran formando los tlbulos del MV,
estas células expresan genes como Nodal y Notch los cuales activan a sus receptores,
Cripto-1 y ALK para el caso de Nodal, los cuales activan a Smad2/3 que se transloca
al nucleo actuando como un factor de transcripcion con los mismos blancos que HIF,
Notch por su parte activa a su receptor NICD, el cual se internaliza en la célula llegando
hasta el nucleo donde puede actuar como factor de transcripcién llevando a la

sobreexpresion de las proteinas asociadas al MV. Tomado de Kirschmann, 2013.
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2.2 Los MicroRNAs en cancer

Los miRNA pertenecen a una familia de pequeifios RNA monocatenarios no
codificantes de alrededor de 19-25 nucleotidos de largo, se pueden encontrar tanto en
animales como en plantas y estan involucrados en la regulacion post-transcripcional
(Oliveto et al; 2017, Catalanotto et al; 2016). En 1993 fueron descritos por primera vez
por Victor Ambros y colaboradores, en el nematodo Caenorhabditis elegans. El grupo
de investigadores estaba trabajando con el gen lin-4 el cual es esencial para el
desarrollo post-embriénico del nematodo. Lo Unico que sabian en ese tiempo era qué
en la etapa larvaria, se creia que la proteina Lin-4 regula negativamente los niveles de
una proteina llamada LIN-14. Sin embargo, ellos encontraron que, lin-4 no es un gen
que codifica para una proteina, sino que da origen a dos RNA: uno de 22 nt y otro de
aproximadamente 60 nt, este segundo podria formar una estructura de tallo y burbuja
y ser el precursor del RNA mas corto (Lee et al; 1993). Posteriormente, se descubrié
que la manera en la que el lin-4 regula la produccion de la proteina LIN-14 es mediante
la union de la region 3'UTR del RNA mensajero de lin-14 por complementariedad de
bases, evitando asi su traduccién (Lagos-Quintana et al; 2001; Lee et al; 2001). Estos
datos sugirieron que los miRNAs reprimen la expresion génica al unirse directamente
a la regién 3’ no traducida de un ARNm blanco e inducen su degradacion o inhiben su
traduccion del transcrito de manera especifica (Eroles et al; 2016; Catalanotto et al;
2016).

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas pequefias no codificantes que regulan la
expresion génica negativamente (Croce et al; 2009). Los miRNAs pertenecen a una
familia de pequefios ARN (&acido ribonucleico) monocatenarios no codificantes de

alrededor de 19-25 nucleétidos de largo, se pueden encontrar tanto en animales como
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en plantas y estan involucrados en la regulacion post-transcripcional (Oliveto et al.,
2017; Catalanotto et al.,, 2016).Los miRNAs estan asociados a la represion
transcripcional por un mecanismo de silenciamiento basado en el reconocimiento de
secuencias de la region 3’ no traducida (3’'UTR) de los RNA mensajeros, una vez que
se hibridan ambas cadenas, se reclutan complejos multienzimaticos que degradaran
al mensajero. Se ha asociado la expresion aberrante de los miRNAs con procesos de
tumorogénesis. Uno de los blancos mas estudiados de los miRNAs es el miR-204, el
cual se ha demostrado que su restauracion afecta procesos como proliferacion celular,
migracion, invasion y angiogénesis. Todos los anteriores son reconocidos como

hallmarks del cancer.

2.2.1 MicroRNASs en cancer de mama.

Existen diferentes estudios donde identificaron miRNAs desregulados entre el tumor y
el tejido mamario normal sugiriendo su uso potencial como clasificadores del cancer
de mama y para la generacion de herramientas prondésticas. En un estudio donde se
analizaron 76 tumores de mama y 34 tejidos normales se identificaron 29 miRNAs
expresados diferencialmente en el tejido tumoral en comparacién con el normal.
Ademas, reportaron la expresion de miRNAs relacionados con caracteristicas
patologicas tales como la expresion del receptor de estrégenos y progesterona (miR-
30), el estadio tumoral (miR-213 y miR- 203) y la expresiéon diferencial de varias
isoformas de let-7 que se asociaron con la expresion del receptor de progesterona (let-
7c) y metastasis en los ganglios linfaticos (let-7f-1, let- 7a-3, let-7a-2) (Lorio et al.,

2005). En otro estudio se incluyeron 683 muestras de pacientes con cancer de mama
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y 87 muestras normales. Interesantemente, se encontré que los miR-26a, miR-26b,
miR-125a, miR-125b, miR- 145, miR-486-5p y miR-99a presentaban funciones pro-
apoptéticas y se encontraron reprimidos en pacientes con cancer de mama
comparados con el tejido mamario normal (Sharma et al., 2016). Similarmente, la
represion de la expresion del miR-145 esté involucrado en el desarrollo y progresion
de cancer de mama, asi como el la proliferacion, migracién y crecimiento del tumor
(Liu et al., 2016; Zheng et al., 2015; Kim et al., 2011). La restauracion de la expresion
del miR-145 en lineas celulares de cancer de mama inhibe los Hallmarks del cancer a
través de la represion de la oncoproteina ROCK1, fascin-1, c-Myc, SMAD2/3 y IGF-
1R, por lo que este miRNA podria ser utilizado como una herramienta terapéutica
contra en el cancer de mama (Zheng et al., 2015; Kim et al., 2011).

Otro microRNA que se encuentra reprimido en cancer de mama es el miR-944. La
restauracion de la expresion del miR-944 en lineas celulares de cancer de mama
inhibe la migracion e invasion a través de la inhibicion de SIAH1 y PTP4A1l (Flores-

Pérez et al., 2016).

2.2.2 El papel del miR-204 en el cancer de mama

Existen diferentes evidencias de la participacion del miR-204 en el cancer de mama,
por ejemplo. La sobre-expresién de BDNF/TrkB esta implicada en un mal prondstico
en pacientes con cancer de mama, ya que promueve la migracion e invasion
favoreciendo la metastasis (Imam et al., 2012). Otra via de sefalizacion implicada en
un mal prondéstico en pacientes con cancer de mama es STAT3/BLC-2 que participa

en la apoptosis e invasion celular (Wang et al., 2015). Esta via, se encuentra activada
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por la pérdida gendmica del miR-204. La restauracion de la expresion del miR-204 en
lineas celulares de cancer de mama, inhiben la proliferacion, crecimiento celular,
migracion e invasion a través de sus genes blancos como jak2, mx1, txnip y bndf
(Wang et al; 2015; Imam et al; 2012). Por otra parte, se ha observado que la
desregulacion de miR-204 es capaz de regular la diferenciacion celular esto mediante
la regulacion negativa del factor de transcripcion RUNX2 (Huang et al., 2010). Esta
proteina es esencial para la diferenciacion osteoblastica y la morfogénesis Osea
ademas actla como un andamio para los acidos nucleicos y los factores de regulacion
implicados en la expresion génica de proteinas que conforman el citoesqueleto. La
deficiencia en la expresiéon de miR-204 en células progenitoras del mesénquima y
células estomaticas de la medula 6sea, inhibi6 la osteogénesis y promovié la
adipogénesis alterando el proceso de diferenciacion celular en estos tipos celulares
(Huang et al., 2010). También, el miR-204 esta relacionado con la regulacion del
proceso de diferenciacion celular denominado transicion epitelial-mesenquimal, evento
en el cual la células normales y tumorales son capaces de adquirir caracteristicas
propias de células mesenquimales como la perdida de la polaridad celular asi como
de interacciones con otras células, un incremento en la capacidad de migracion e
invasion celular ademas una disminucién de los procesos relacionados con activacion
de la apoptosis, reorganizacion y expresion de proteinas involucradas en la
remodelacion de citoesqueleto y la adquisicion de caracteristicas similares a las
observadas en células madre (Lee et al., 2016).

Zhang y colaboradores, demostraron que el restablecimiento de la expresion del miR-
204 es capaz de revertir la transicion epitelial-mesenquimal inducida por la proteina

SIRT-1 la cual es blanco directo del miR-204 en células de cancer gastrico, asi mismo,
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se demostro que la sobreexpresion del miR-204 promueve la resistencia a anoikis y

esto promueve la invasién celular (Zhang et al., 2013).

Se reportdé ademas el papel del miR-204 en la via ANGPT1/TFGBR2 de angiogénesis.
El silenciamiento de TFGBR2 reprimi6 la proliferacion y migracion tumoral. Mientras
qgue el silenciamiento de ambos (ANGPT1/TFGBR2) tenia un efecto inhibitorio en la
angiogénesis. Utilizando la linea celular MDA-MB-231 que tenian una expresion
elevada del miR-204, se logré inhibir el proceso de angiogénesis tumoral (Flores-Perez
et al., 2016). También se describidé el papel del miR-204 sobre multiples blancos
asociados a mimetismo vasculogénico. El miR-204 puede estar participando como un
elemento de regulacion en las vias PIBK/AKT/FAK, las cuales son criticas para la

formacion de mimetismo vasculogénico (Salinas-Vera et al., 2018).

2.3 Los RNA largos no codificantes

Desde el nacimiento y hasta la muerte, el DNA nuclear se encuentra altamente
regulado, existen muchos procesos en el cuerpo humano que modulan altamente la
cantidad y tiempo de expresion génica, que permite producir solo lo que la célula
necesita. La regulacion puede llevarse a cabo en cualquier paso durante el proceso de
expresion génica, desde la formacion de RNA en la transcripcibn hasta las
modificaciones postraduccionales de las proteinas. Histdricamente, la regulacion era
asociada a factores que afectaban al DNA como la metilacion y la modificacion de
histonas o factores de transcripcidén especificos. Sin embargo, los RNA no codificantes

han emergido como una clase extraordinaria de moléculas que regulan la expresiéon
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de genes. (Bartel et al., 2004). Los RNA no codificantes pueden potencialmente
modular diferentes procesos celulares incluyendo la remodelacién de cromatina,
transcripcion, modificaciones post transcripcionales y mas importante regular muchas
rutas de sefializacion al tener cientos de blancos simultaneos, esto los hace candidatos
perfectos a jugar un papel clave en diferentes patologias. Existen una divisién de los
RNA no codificantes, los menores a 200 nucle6tidos o RNA no codificantes cortos y
los mayores a 200 nucleétidos o RNA largos no codificantes, en el presente trabajo
nos centraremos en estos Ultimos.

Recientemente, se ha demostrado que los RNA no codificantes tienen papeles
importantes en multiples procesos biologicos de manera directa o indirecta interfiriendo
la expresién génica en varios tipos de cancer (Yuan et al., 2018). La mayoria del RNA
transcritos por genes humanos es no codificante, incluyendo miRNA, RNA largos no
codificantes, RNA circular, pRNA y tRNA. Con el desarrollo de tecnologia que
permitieron la secuenciacién del RNA y la bioinformatica, se descubrié que un gran
namero de RNA no codificante influyen en los niveles de expresion génica a través de
modificaciones a la cromatica, transcripcion y procesos postranscripcionales. Los RNA
no codificantes pueden dividirse de acuerdo con el tamafio, donde aquellos con menos

de 200 nucledtidos son clasificados como RNA pequefios. (Guttman et al., 2012).

Los RNA largos no codificantes (IncRNA) son cominmente definidos como moléculas
mayores a 200 nucledtidos. Fueron encontrados por primera vez en los productos
transcritos de DNA de raton por Okazaki (Okazaki et al., 2002). Se identifico que los
INcRNA eran transcritos por la RNA polimerasa Il (RNA pol Il) y sufrian cambios por

splicing. Al inicio de los estudios se teorizaba que debian ser igual de diversos que los
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RNA mensajeros (RNAm), pero al no tener la capacidad de codificar a alguna proteina
eran descritos como “ruido” transcripcional. Sin embargo, diferentes estudios han
demostrado que algunos INcCRNA tienen un papel en la embriogénesis y diferenciacion
celular. Estos se expresan en tipos especificos de células y se localizan en
compartimentos subcelulares especificos. El numero total de IncRNAs identificados
continla aumentando gracias a las tecnologias de secuenciacion de RNAseq y el
andlisis de bioinformatica tales como las técnicas de prediccion. De acuerdo con los
altimos reportes de ENCODE se ha documentado que el genoma humano codifica
para mas de 120 000 transcritos diferentes de IncRNA. Aun asi, falta mucha
informacion como la identificacién de nuevos INCRNA y en la caracterizacion funcional

de los que ya conocemos.

2.3.1 La biogénesis de los INncCRNAs

La biogénesis de los INcCRNA es bastante complicada, hay muchas caracteristicas
compartidas entre los IncRNA y los RNAm, en especial su transcripcién y
procesamiento. La mayoria de los IncRNA son transcritos por la RNA polimerasa I, la
mayoria sufren splicing, son poliadenilados y se les adiciona un cap en el extremo 5,
aungue existen algunos que no sufren estas modificaciones (Youness et al., 2019). Sin
embargo, existen muchas diferencias que distinguen a los IncRNA de los RNAm.
Existe evidencia que los INncCRNA tienen una expresibn menor que los genes que
codifican a proteinas, pero en cambio los IncCRNA tiene un patron tejido especifico
mayor (Cabili et al., 2011). La mayoria de los IncRNA se localizan en el nacleo a

diferencia de los RNAmM. Los IncRNA se originan en regiones intronicas, exonicas,

40



intergénicas regiones promotoras 3’, 5 UTR y regiones enhancer, algunas veces son
transcritos bidireccionales. En particular, un grupo grande IncRNA son antisentidos de
secuencias que transcriben y traducen para proteinas. Los RNA largos no codificantes
(INcRNA, siglas en inglés) se definen como transcritos de RNA mayores a 200
nucledtidos localizados en las fracciones citosélicas o en el ndcleo. La expresion
aumentada de algunos IncRNA juega un papel crucial en diferentes tipos de cancer,
algunos ejemplos de IncRNA que se han visto involucrados son: HOTAIR, CCAT1 y
MALATL1. La sobreexpresion, deficiencia o mutaciones en IncRNAs pueden estar
involucradas en la evolucion del cancer a través de una gran variedad de mecanismos

(Figura 4).
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Figura 4. Funciones asociadas a los RNA largos no codificantes, se pueden
observar las funciones de remodelaje de cromatina, como andamio de complejos
multiprotéicos, como esponja de miRNA. Tomado y modificado de Saeede, 2017. Los
IncRNA pueden actuar como competidores endégenos de RNA o “esponjas” de
mMiRNA, los miRNA son pequefios RNA no codificantes de 19-24 nucle6tidos los cuales
se unen reconociendo elementos de respuesta a miRNA (MRE por sus siglas en
ingles) en secuencias de RNA y regulando negativamente la expresion mediante la
inhibicion de la traduccion induciendo la degradacion del transcrito de RNA o su
secuestro en los llamados P-bodies, algunos INcRNA contienen MRE, que se unen de
manera competitiva a los miRNA. Asi, los IncCRNA afectan las funciones regulatorias
de los miRNA y en consecuencia sus productos blancos (Svoronos, 2016). Se han
reportado multiples ejemplos de este efecto esponja de los INcRNA, UCC puede actuar
como una esponja de miR-143 (Huang, 2017), el IncRNA CRNDE regula la evolucién
y quimioresistencia en cancer colorectal modulando los niveles de expresion del miR-
181a-5p (Han, 2017), HOXA11-AS promueve metéastasis a higado al funcionar como
una esponja del mirl25a (Chen, 2017).
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Figura 5. Interaccion de IncRNA con miRNA a través de MRE para la inhibicion de
la regulacion traduccional de los miRNA. Dentro de la secuencia de los INCRNA existen
secuencias que pueden ser complementarias a secuencias dentro de los miRNA, al
interaccionar estos elementos con los miRNA se da un secuestro de los miRNA y se
evita su funcidn, este proceso es conocido como esponja de miRNA. Un IncRNA puede
tener muchos de estos sitios y puede interaccionar con diferentes miRNA, siendo un

moduladores de la expresiéon génica. Tomado y modificado de Guttman, 2012
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2.5 RNA largo no codificante HOTAIR en cancer

El RNA intergenico antisentido de HOX, HOTAIR (por sus siglas en inglés HOX
Antisense Intergenic RNA) fue descubierto recientemente, con un tamafio de 2.2 kb.
Es un IncRNA que se asocia con el silenciamiento génico y la condensacion de
cromatina. Est4 localizado en el locus HOXC del cromosoma 12, flanqueado por
HOXC11 y HOXC12. HOTAIR, interactia con muchos complejos implicados en la
remodelacion de cromatina como PRC2 y las desmetilasas de histonas LSD1. Aparte
de los papeles bioquimicos en silenciamiento génico, HOTAIR parece estar
sobreexpresado en varios tipos de cancer como: cancer colorectal (Kogo et al., 2011),
carcinoma hepatocelular (Geng et al., 2011), cancer pancreatico (Kim et al., 2012). La
expresion elevada de HOTAIR esta asociada a la metéstasis y al crecimiento tumoral
en diferentes tipos de cancer. En estudios donde inhiben la expresion de HOTAIR se
ha observado un decremento en la invasion tumoral. Se ha descrito la funcién de
regulacion de HOTAIR sobre varios genes supresores de tumor, por lo que su
sobreexpresiéon conlleva a un aumento en la proliferacion tumoral. Se ha comprobado
la participacién de HOTAIR en diferentes Hallmarks del cancer (Tabla 2). HOTAIR es
un IncRNA oncogénico que ha sido reportado que tiene una correlacion entre su

expresion, la agresividad y la presencia de metastasis (Gupta et al., 2010).
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Tabla 2. Tipos de cancer asociados con HOTAIR y los procesos de Hallmarks de

cancer asociados.

migracion,
promueve
transicion
epitelio
mesenquimal

) Blancos
Tipo de - : :
2 Expresion Funciones moleculares Referencia
cancer
Pronostico
pobre, promueve | p53, 14-3-3s Zhia, 2016
Cancer de Elevada proliferacion, FOXA1/ Wang, 2017
pulmén induce migracion | FOXA2 p21 Wang 2015
y resistencia a miR-326 Liu 2013
guimioterapia
Promueve
migracion celular | b-cadhenina
Carcinoma Elevada a higado, SETD2 miR- | Gao, 2016 Li,
hepatocelular promueve 218, RBM38 | 2015 Fu, 2015
crecimiento de | CCND1, miR-1
células tipo stem
. Promueve Zhang, 2015
C;%Zf;tge Elevada evolucion de la Agi\lli/lz_rl_llz’ Ling 2017
enfermedad Xiang, 2017
Promueve
Céancer de n;?é?]fﬁaes\’/lz’ P-AKT, pS3, Zhou, 2017
mama Elevada capacidad de mer-34a, Yu, 2017
. miR-206 Deng, 2017
recambio celular,
pronostico pobre
Céancer Elevada Pronostico miR-126, miR- Yan, 2016
gastrico pobre, promueve 152, PRC2 Song, 2015
proliferacion, Liu, 2015
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Continuacién tabla 2. Tipos de cancer asociados con HOTAIR y los procesos de

Hallmarks de cancer asociados.

Tioo d Blancos
'po de Expresion Funciones moleculares Referencia
cancer
Pronostico
negativo,
. promueve Kogo,2011
Cancer Elevada migracion e PRC.Z’ EGFR, Huang,2017
Colorrectal . . miR-218 )
invasion, reduce Li,2017
radio
sensibilidad
) Indl_Jce radm p21,_ NOTCH1, Sun.2016
Céancer resistencia, miR-148a, :
) Elevada . Ji, 2017
Cervical promueve miR17-5p,
. i Zhang,2015
migracion celular MmTOR
Promueve
Cancer de metastasis NF-KB, Ozes,2016
Ovario Elevada tumoral, MAPK1, Wnt, Yiwei,2015
promueve EZH2 Li,2015
migracién
Céancer Promueve Beclin-1
: Elevada tumorigénesis ’ Sun,2015
Endometrial ) MDR, Pgp
endometrial.
Carcinoma Incrementa
oral de células Elevada invasion y EHZ Wu,2015
escamosas migracién
. VEGFA,
Carcmgma Elevada Prpml,Jevel FASN, MMPO, Fu,2016
nasofaringeo angiogenesis 021 Ma,2017
Carcinoma Promueve
Iar|r]geo de Elevada tumorigénesis PTEN, EZH2 L1,2013
células ) Zheng,2017
endometrial.
escamosas
Carcinoma Promueve
eso- faringeo Elevada roliferacion WIF-1, Snalil, Ge, 2013
de células P b-cadhenina Da,2017
celular
escamosas
Leucemia .
o . EZH2, miR- Zhang,2017
mieloide Elevada Pronostico pobre 193a Xing, 1987
aguda
Linfoma difuso Promueve
de células B Elevada cremmu_entp P-AKT, p-Pi3K, Yan,2016
celular e inhibe p-NFkB
grandes .
apoptosis
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Continuacién tabla 2. Tipos de

Hallmarks de cancer asociados.

cancer asociados

con HOTAIR vy los procesos de

Tino d Blancos
'po de Expresion Funciones moleculares | Referencia
cancer
. Agrava
C"’!.”CEF de Elevada resistencia MRPL, AKT, Wang,2016
vejiga - P13k
adquirida
Promueve ciclo
Glioblastoma | Elevada ceIuIar_y EZH2 Zhang,2015
evolucion
tumoral
Pronostico
Osteosarcoma | Elevada gogr%gilglbe MMP9, p53, Wang,2015
poptosis y Bcl-2 Zheng,2016
promueve
proliferacion
Promueve
Carcinoma Elevada proliferacion E7H2 Wu,2014
renal celular e
invasion

47



3.0 Hipotesis del trabajo

Si el RNA largo no codificante HOTAIR tiene un papel como inhibidor competitivo
endogeno (efecto esponja) sobre el miR-204, liberara de la regulacion negativa a sus
genes blancos involucrados en el mimetismo vasculogénico tales como FAK. Por tanto,
si se inhibe la expresion de HOTAIR, el miR204 quedara libre de la represion y podra

actuar sobre sus genes blancos inhibiendo el mimetismo vasculogénico.

48



4.0 Justificacién del proyecto

El cancer de mama es la segunda causa de muertes en mujeres a nivel global. En
trabajos previos del equipo de trabajo se ha demostrado la participacion del miR-204-
5p, supresor de tumor, en procesos de angiogénesis (Flores-Pérez et al., 2016) y en
mimetismo vasculogénico (Salinas-Vera et al., 2018). HOTAIR es un IncRNA implicado
en muchos tipos de cancer y se ha reportado sobreexpresado en tumores primarios
de mama (Bhan et al., 2013) y en condiciones de hipoxia (Bhan et al.,2017). También
se conoce la inhibicion competitiva enddégena de los IncRNA sobre los miRNA, por lo
que es necesario investigar la participacion del HOTAIR como esponja del mir-204-5p
evitando que este realice su funcién supresora de tumor e inhibiendo el mimetismo

vasculogénico.
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5.0 Objetivo General

Determinar la participacion del RNA largo no codificante HOTAIR en el mimetismo

vasculogénico.

5.1 Objetivos particulares

1. Analizar los niveles de expresion del IncRNA HOTAIR en diferentes lineas

celulares de cancer de mama

2. Evaluar el efecto de la inhibicibn del IncRNA HOTAIR en mimetismo

vasculogénico en cancer de mama

3. Comprobar la inhibicibn competitiva enddgena del IncRNA HOTAIR sobre el

mir-204

4. Estudiar el efecto de la inhibicion del IncRNA HOTAIR en rutas de sefalizacion

asociadas a mimetismo vasculogénico
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6.0 Estrategia experimental

Cultivos celulares
MDA-MB-231 y Hs578t

!

Transfeccidon del DsiRNA inhibidor de HOTAIR
y Scramble control

l ‘ :

1. Analisis de la expresion de 2. Ensayo de
HOTAIR en tumores y en lineas mimetismo
celulares en normoxia e hipoxia vasculogénico

‘ i

) RT-qPCR o Crecimiento en
(DsiRNA vy scramble) hipoxia 48 h.

|

Andlisis de imagenes, Seguimiento de la
cuantificacion de formacion del MV
ramificaciones y nodos

3. Inhibicion de HOTAIR y efecto Ensayo de migracion e

. .« s . *>
en lamigracion asociada a FAK inmunofluorescencia de FAK
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4. Interaccion
HOTAIR/miR-204

Disefio de oligos con
regién de unién del miR-
204 en HOTAIR

l

Clonacién en el vector
pmiR-report

l

Transfeccién del pmiR-
HOTAIR en células MDA-
MB-231

!

Co-transfeccion del miR-
204 y/o scramble

l

Medicién de la actividad
de luciferasa

5. Regulacion de FAK
mediante miR-204

Disefio de oligos con
region de unién del miR-
204 en 3’'UTR de FAK

;

Clonacidn en el vector
pmiR-report

l

Transfecciéon del pmiR-
FAK en células MDA-MB-
231

'

Co-transfeccion del miR-
204 y/o scramble

l

Medicién de la actividad
de luciferasa

Western Blot para
la proteina FAK
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Andlisis de la expresion de HOTAIR en tumores de cancer de mama
Se utilizé un set de datos disponibles en la base de datos Oncomine

(https://www.oncomine.org/resource/login.html). Se obtuvo un set de 593 pacientes con

cancer de mama con datos de expresion de RNA pareados con datos de expresion de
tejido adyacente al tumor aparentemente sano. Los datos fueron filtrados y procesados
para obtener la expresion de HOTAIR por sitio de lesion y tejido circundante sano. Los

resultados se expresaron como una gréafica comparativa.

7.2 Mantenimiento de lineas celulares

La linea celular triple negativo adherente de cancer de mama MDA-MB-231 (ATCC:
HTB 26) y triple negativo Hs578t (ATCC HTB 126) se cultivd en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Médium (DMEM) Gluta-MAX-I, bajo en glucosa y glutamina (Gibco, Life
Technologies), suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10 % (Gibco, Life
Technologies), penicilina y estreptomicina (0.5 %). Se incub6 / 37°C y con una

atmosfera de 5 % CO2.

7.3 Extraccion de RNA

La extraccion del RNA total de la linea celular MDA-MB-231 cultivada en placas de 6
pozos. Primero, se despegaron las células, colocando 0.75 ml de PBS-EDTApH 7.0y
32 pl de tripsina 0.25 % (Gibco) por pozo y se incubaron durante 5 min / 37 °C, pasado

este tiempo las células se centrifugaron a 1,200 rpm / 4 °C durante 5 min,
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posteriormente se les retird el sobrenadante y la pastilla de células se lavé con 1 ml de
PBS pH 7.0, se centrifug6 nuevamente a 1,200 rpm / 4 °C durante 5 min y se elimino
el sobrenadante. Se obtuvo una pastilla de células, a las que se les agregd 1 ml de
trizol y se mezcl6 por pipeteo, se recuperd el lisado celular en un tubo cénico para
microcentrifuga de 1.5 ml, se incubd durante 5 min a T.A, se agregaron 200 pl de
cloroformo por cada ml de trizol utilizado y se mezclé por agitacion vigorosa durante
15 segundos, se incubd el tubo durante 3 min / T.A y se centrifugd a 12,500 rpm por
25 min a 4°C. Posterior a la centrifugacion, se recuperd la fase acuosa cuidando de no
mezclar las otras fases, y se coloco en un tubo nuevo de 1.5 ml, se le adicionaron 500
pl de isopropanol para precipitar el ARN y se incub6 en hielo durante 20 min,
transcurrido el tiempo se centrifugaron a 12,500 rpm durante 25 min / 4°C. Se eliminé
el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1ml de etanol al 75 % y se dej6 secar
durante 5 min. Posteriormente, fue resuspendido en 20 ul de agua libre de RNAsas.
Finalmente, el RNA obtenido se cuantificé por espectrofotometria con un equipo

nanodrop y visualizado mediante geles de agarosa/TAE al 1%.

7.4 Transcripcion reversa y reaccion de la cadena polimerasa en tiempo real (RT-
PCR)

100 ng de RNA seran transcritos usando un primer especifico looped-RT, 0.15 pL
dNTPs (100 mM), 1 uL de transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/uL), 1.5 uL de buffer,
0.19 pL de inhibidor de RNAsa (20 U/uL) y 4.16 uL de agua libre de RNasa. La dilucion
de retrotranscripcion (1:15) sera mezclada con 10 yL de master mix TagMan (Universal
PCR Master Mix, No AMpErase UNG, 2X), 7.67 pL de agua libre de RNasa y 1 uL de

sonda PCR.
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7.5 Determinacion de la expresion relativa de HOTAIR

Se obtuvo RNA total de las lineas celulares en dos condiciones, células cultivadas en
normoxia y células cultivadas en hipoxia (>1% O3). Las células confluentes fueron
tratadas con Trizol y cloroformo, después del protocolo de extraccidon de RNA se
cuantific6 en un nanodrop y se corrid en un gel de agarosa al 3% para verificar su
integridad. Las muestras que pasaran este control de calidad fueron utilizadas para las
determinaciones por qPCR. Para la determinacion de la expresion de HOTAIR se
realizd una gPCR con Sybr Green (Qiagen) utilizando oligonucleotidos especificos
para amplificar un fragmento de 226 nucled6tidos de la posicion 426 a 652 de la

secuencia de HOTAIR. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron:

HOTAIR Fwd RTPCR: 5-ACGAAGGTGAAAGCGAACCA-3’

HOTAIR Rv RTPCR: 5-GTTCATGTGGCGAGCTAGGA-3’

El programa de amplificacion por PCR que se utilizé fue: Inicializacion: 95°C, 15 min.
Desnaturalizacion: 94°C, 15 s. Alineacion: 60°C, 30 s. Extension 72°C, 30 s. Numero
de ciclos: 40. Los andlisis se realizaron por triplicado en un equipo 9700 (Applied
Biosystems), los resultados se analizaron como AACt y se realiz6 un ensayo ANOVA
para determinar diferencias estadisticamente significativas empleado el software de

analisis estadistico GraphPad.
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7.6 Transfeccion del inhibidor de HOTAIR

Las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y Hs578t fueron transfectadas
con el inhibidor de HOTAIR, asi como con la secuencia scramble. Un dia previo a la
transfeccion, 250,000 células MDA-MB-231 y Hs578t fueron sembradas por pozo en
placas de 6 pozos. Al dia siguiente, en un tubo de 1.5 ml se mezclaron 100 pl de medio
reducido OptiMem con 5 pl del agente de transfeccién siPORT™ Amine (Applied
Biosystems) para cada pozo se transfectd, al mismo tiempo, en otro tubo de 1.5 ml se
mezclaron 100 pl de medio reducido OptiMem con 7.5 pl de DsiRNA HOTAIR o del
scramble a una concentracion de 10 (UM) y se incubaron ambos tubos a temperatura
ambiente durante 10 min, transcurrido el tiempo, se pasoé la mezcla de un tubo al otro
y se homogenizé por pipeteo, se le dio un spin y se incubd por 10 min a temperatura
ambiente. Consecutivamente, esta mezcla se deposité en cada pozo junto con medio
DMEM debidamente complementado (con un volumen final 2.5 ml/pozo). Se agitd
suavemente, se incubd a 37°C y 5% de CO2. 24 horas después las células fueron

utilizadas para los consecuentes experimentos.

7.7 Ensayos de mimetismo vasculogénico

Para determinar el efecto de la inhibicion de HOTAIR en el mimetismo vasculogénico
250,000 células MDA-MB-231 y Hs578t se sembraron y transfectaron con el DsiRNA
HOTIAR y scramble como se describid anteriormente, se sometieron a condiciones de
hipoxia (1 % O2) durante 48 h. Transcurrido el tiempo, se realizo un cultivo en 3D, para
ello la matriz extracelular, las placas de 96 pozos y las puntas fueron incubadas a 4°C
un dia antes. 900 pL matriz extracelular se mezclaron con 100 ul de PBS 1x, la mezcla

se homogenizo lentamente por pipeteo en hielo evitando la formacion de burbujas. 50
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ul e matrigel diluida se distribuyd por pozo en una placa de 96 pozos fria evitando la
formacién de burbujas en los pozos. La placa de incubé 1 h / 37°C, pasado este tiempo
se adicionaron 10,000 células MDA-MB-231 o Hs578t para cada condicién, sin
transfectar, transfectadas con el inhibidor y el control negativo scramble, se incubaron
en medio DMEM sin complementar. Adicionalmente, todos los grupos fueron
incubados a 37 °C, 5% CO2y 1 % O2, por 12 h. Se tomaron imagenes a las 0 h, 3 h,
6 h, 9 h. Se realiz6 el conteo de los tubulos formados, asi como los puntos de

ramificacion

7.8 Ensayo de migracion celular (Ensayo de herida).

En placas de 24 pozos que contenian 100 mil células se transfectaron en las tres
condiciones como se describié anteriormente y se esperd a que tuvieran un 80% de
confluencia formando monocapa y después se realizo la herida. Se documento la
migracion tomando fotografias en tres tiempos: 0 horas, 24 horas y 48 horas. Se midio
el area de la herida y su disminucién a través del tiempo, se grafico la disminucion del
area y su inverso como porcentaje de migracion. Los experimentos fueron realizados
por triplicado y se utiliz6 una prueba ANOVA para comprobar si habia diferencia

estadisticamente significativa.

7.9 Ensayos de inmunofluorescencia.
Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos estériles y se dejaron crecer hasta
la formacion de la monocapa, una vez que estaban listas para trabajar fueron fijadas

con paraformaldehido al 4% después se lavaron con PBS 1x por tres veces. Después
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se permeabilizaron con PBS-Triton al 1% y se lavaron tres veces con PBS 1x. Una vez
que se tenia las células permeabilizadas se incubaron con el anticuerpo anti-FAK
(1:500) y Faloidina rodaminada (1:2000) por 45 min. Después se lavaron con PBS 1x
por tres veces. Después se inbucaron con DAPI (1:2000) por 2 min, se lavé el DAPI'y
se colocaron en cubreobjetos sellando con vecta shield. Las laminillas fueron
reveladas con un microscopio confocal Leica TCS SP8, las inmunofluorescencias
fueron reveladas en el laboratorio de inmunologia de la facultad de ciencias quimico-

bioldgicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa.

7.10 Prediccion de interaccién IncRNA HOTAIR y miR-204
Para analizar la interaccion entre HOTAIR y el miR-204 se utilizé la base de datos miR

Walk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) esta base nos permite buscar en la

secuencia de HOTAIR sitios de unién teéricos con miR-204.

7.11 Construccion de plasmido pMIR-report HOTAIR

Se disefaron 4 pares de oligonucleétidos correspondientes a un fragmento de 89 pb
de HOTAIR, dos pares de oligonucleétidos correspondieron a la secuencia silvestre de
HOTAIR que contiene la region semilla complementaria al miR-204 y los otros 2 pares
de oligonucle6tidos contienen una mutacion en la region semilla complementaria al
miR-204. Cada par de oligonucle6tidos se re-suspendié a una concentracion de 500
pmol y se le adiciono el amortiguador de hibridacion a un volumen final de 20 pyL y se
hibridaron a 95 °C durante 5 min, 70 °C durante 15 min / 37 °C durante 45 min

posteriormente, el duplex (sentido/antisentido) se diluyé a una concentracion final de
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50 nanogramos por microlitro (ng/pl) y se corrié en un gel de agarosa al 2 % para
verificar la hibridacién. Una vez que los insertos fueron diluidos a 0.5 ng/pl, se preparé
la reaccion de ligacién (0.5 pl de T4 ADN ligasa (5 U/ul), 2 ul de amortiguador de ligasa
T4 5x, 1 pl del vector pmiR-repor-luc (25 ng), para la relacion 1:3 se le agregaron 1.38
ul del inserto (0.5 ng/l), para la relacion 1:5 se le agregaron 2.3 pl del inserto (0.5 ng/uL)
y se llevé a un volumen final de 10 pl con agua libre de nucleasas. Como control
negativo se prepar6 una reaccion de ligacion sin el inserto. Las reacciones de ligacion
se incubaron durante toda la noche a 14°C. Los productos de las reacciones de ligacién
fueron empleados para transformar células E. coli DH5a competentes. Todas las
construcciones fueron expandidas y purificadas por lisis alcalina, posteriormente se

secuenciaron

7.12 Ensayo de gen reportero de luciferasa

Una vez que se amplificaron y purificaron las construcciones pmiR-report. Para realizar
el ensayo se sembraron 200,000 células MDA-MB-231 se sembraron por pozo en una
placa de 6 pozos y se incubaron en condiciones normales, al dia siguiente las células
fueron transfectadas mediante lipofeccion en condiciones de esterilidad: (Reaccion de
transfeccion para un pozo), en un tubo de 1.5 ml se colocaron 5 pg de las
construcciones pmiR-HOTAIR wt o pmiR-HOTAIR mut y se mezclaron con 150 ul de
OptiMEM, por otro lado en otro tubo de 1.5 ml se colocaron 9 pl de lipofectamina 2000
reagent (invitrogen) y se mezcl6é con 150 pl de OptiMEM. Ambos tubos se mezclaron
por pipeteo, se les dio un spin y posteriormente se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacién se mezcl6é el contenido de

ambos tubos en uno solo por pipeteo, se le dié un spin y se incubd por 10 min a
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temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos Lipofectamina- DNA.
Durante el tiempo de incubacion se les retiro el medio a las células y se lavaron 2
veces con PBS pH7.0, se les adicion6é 1.8 ml de medio DMEM sin complementar.
Pasado el tiempo de incubacion se le adicionaron los complejos lipofectamina-DNA
(200 pl) correspondiente a cada pozo, y se mezclé lentamente con movimientos
circulares durante 1 min y se incubaron las células durante 4 h en condiciones
normales. Pasado el tiempo de incubacion se les retiré el medio a las células y se les
adicion6 2000 ul de DMEM debidamente complementado, las células se incubaron en
condiciones normales durante 24h. Como normalizador se utilizé el plasmido pMIR-

REPORT B-gal.

Después del tiempo de incubacion con las construcciones pmiR-3'"UTR las células
fueron cotransfectadas con el pre-miR-204 o el scramble o solo agente de transfeccion.
para ello en un tubo de 1.5 ml se mezclaron 100 pl de medio reducido Opti-Mem con
5 pl del agente de transfeccion lipofectamina 2000 reagent (Invitrogen) por cada pozo
a transfectar, a la par en otro tubo de 1.5 ml se mezclaron de 100 ul de medio reducido
Opti-Mem con 7.5 pl del precursor pre-miR-204 o scramble a una concentracion de 10
MM y se incubaron ambos tubos a temperatura ambiente durante 10 min,
posteriormente se mezclé el contenido de cada tubo en uno solo, y se homogeniz6 por
pipeteo, se le dio un spin y se incubd durante 10 min mas, posteriormente esta mezcla
se depositd en cada pozo junto con medio DMEM debidamente complementado (2.3
ml).Se agitd suavemente con movimientos circulares durante 1 miny se incubo durante

24 h/37°Cy5 % de CO2.

60



7.13 Determinacion de la actividad de Luciferasa.

Para la determinacion de la actividad luciferasa se utilizo el kit Dual-Luciferase
Reporter Assay System (promega) para ello primero se diluyé el amortiguador de lisis
5x (CCLR) en agua a temperatura ambiente, las células se lavaron con PBS pH7.0.
150 pl del amortiguador de lisis 1x se le adicionaron a las células y se mantuvieron en
agitacion durante 5 min en hielo, después se transfirio el lisado de células a un tubo
de 1.5 ml y se agitdé con vortex 3 veces 10-15 seg, finalmente el lisado celular se
centrifugo durante 2 min a 12,000 g / 4°C, se recupero el sobrenadante, en una placa
de 96 pozos de fondo opaco y se colocaron 100 pL de Luciferase Assay Reagent Il y
20 L de lisado celular; se mezclé por pipeteo, la lectura de la placa se realiz6 en
equipo un lumindmetro Fluoroskan Ascent™ Microplate Fluorometer (Thermo
Scientific) con 2 seg de retardamiento antes de cada lectura seguida de lecturas de 10

S para cada pozo.

7.14 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales, se lavaron tres veces los cultivos celulares con
PBS 1x pH7.0 frio, luego se incubaron con amortiguador de lisis TNTE frio (50 mM
Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA) suplementado con
un coctel de inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche) y
se realizé un raspado en cada pozo para recuperar las células. A continuacién, se
centrifugaron a 12,500 rpm durante 10 min / 4°C y se recuper0 el sobrenadante en

microtubos de 1.5 ml.
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7.15 Ensayos de Western blot
90 ug de proteinas fueron separadas en un SDS-PAGE al 10%. Para correr el gel se
empled una solucion amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92, 0.1% de SDS pH 8.3.

La electroforesis se llevé a cabo a voltaje constante de 100 V.

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE se realizé la transferencia en la
membrana nitrocelulosa (MILLIPORE). Transcurrido el tiempo la membrana, el gel, los
papeles whatman y esponjas se incubaron 15 min en la solucion de transferencia de
proteinas (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y, 20 % de metanol). Se armo el cassette y se
realizo la transferencia en el Trans-Blot (BIORAD) / 25V, 1.0 A/ 40 min. Para confirmar
la transferencia de proteinas a la membrana se utilizé tincibn con rojo Ponceau,
inmediatamente después se lavo la membrana con PBS 1x pH 7. Posteriormente, las
membranas se incubaron en solucion bloqueadora (5% de leche descremada en PBS
1x pH 7.4) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavé la membrana con
PBS-Tween20 (0.05%) durante 5 min, tres veces, y se agrego el anticuerpo primario
(Anti-FAK 1:500) en PBS 1x-Tween20 0.05%, se incubd toda la noche / 4°C, en
agitacion. Después de la incubacién con anticuerpo primario las membranas se lavaron
tres veces en PBS 1x-Tween20 al 0.05 % y se adicioné el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa diluido en PBS 1x-tween20 al 0.05%, se incub6 durante 1 h /
T.A en agitacion. Después de la incubacién del anticuerpo secundario las membranas
se lavaron tres veces durante 10 min con PBS 1x-tween20 al 0.05% y se revelaron por
guimioluminiscencia incubando las membranas durante 5 min con el reactivo ECL
(Amhersham Pharmacia Biotech, USA). Cada membrana fue analizada en el equipo

ChemiDoc Imaging Systems (Biorad). Las bandas detectadas en las membranas se
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les realiz6 un andlisis densitométrico empleando el programa mylmageAnalysis

software (Thermo Cientific)
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8.0 Resultados

8.1 Andlisis de la expresion de HOTAIR en tumores y tejido mamarios normal
utilizando la base de datos de Oncomine

Como primer punto en el proyecto se buscé el modelo que se utilizaria para estudiar
el efecto de la inhibicion de HOTAIR en lineas celulares, para dicho propdsito se
estudio los niveles de expresion de HOTAIR en tejido tumoral de mama y compararlo
con los niveles de expresion de los tejidos circundantes sanos. La expresion de
HOTAIR es mayor en tejidos tumorales que en tejido adyacente sano. Se determiné
gue en pacientes con cancer de mama el tejido tumoral tiene una expresion elevada
en comparacion con el tejido circundante sano. Esto confirma diferentes reportes
anteriores que confirmaban que HOTAIR es un oncogén que se ve sobre expresado
en cancer de mama de manera significativa en comparacion con los tejidos sanos.

Se realiz6 el andlisis de un set de datos publicos disponibles en ONCOMINE con
informacion de RNAseq y datos de expresion de HOTAIR de manera pareada entre
tejido tumoral de los pacientes y tejido circundante sano. En la figura 6 se muestran
los datos de expresion de miR-206 junto con los datos de expresion de proteina FAK.
El tratamiento de datos nos permite observar una diferencia significativa entre la

expresion de HOTAIR en el tejido tumoral y en los tejidos sanos.
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Figura 6. Expresion de HOTAIR en adenocarcinoma de mama y en tejido
circundante. Datos de expresion de HOTAIR de 593 pacientes obtenidos mediante
RNA seq de la base de datos Oncomine. Los datos de los 593 pacientes se encuentran
pareados entre tejido tumoral y tejido sano adyacente al tumor, se puede observar que
la expresion en los tejidos sanos es significativamente menor (p>0.05) a la expresion
en los tumores. Todos los datos corresponden a adenocarcinoma de mamay los datos

de tejido sano es de tejido adyacente al tumor.
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8.2 Expresion de HOTAIR en lineas celulares de cancer de mama crecidas en
condiciones de normoxia e hipoxia

Se utilizaron principalmente dos lineas celulares llamadas MDA-MB-231 y Hs578t,
fueron elegidas por provenir de cancer de mama triple negativo, el subtipo de cancer
de mama donde se ha observado la formacion de mimetismo vasculogénico, en trabajo
pasados ya se habia reportado este fenbmeno en estas lineas celulares, pero, no se
conocia los niveles de expresion de HOTAIR, ya que el mimetismo vasculogénico se
genera en respuesta a una condicion de hipoxia se decidié medir la expresion de
HOTAIR en dos condiciones: Normoxia e hipoxia. Ya esta reportado que HOTAIR
contiene un motivo de unién a HIF, lo cual aumenta sus niveles de expresion en
condiciones de microambiente sin oxigeno, por lo que era necesario determinar el
cambio de expresion en las condiciones y evaluar si el inhibidor comercial (DsiRNA
HOTAIR) podia reprimir la expresién en niveles significativos.

La determinacion nos permitié conocer que en ambas lineas celulares la expresion de
HOTAIR se veia aumentada significativamente en condiciones de hipoxia de 1.5 veces
al doble de niveles de expresion. Esto es congruente con los antecedentes y nos
permite concluir que las lineas celulares que se eligieron pueden ser de utilidad para
el proyecto. En la figura 7 se muestran los niveles de expresion de HOTAIR en ambas
lineas celulares (MDA-MB-231 y Hs578t) tanto en condiciones de normoxia como de

hipoxia.
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Figura 7. Expresion relativa de HOTAIR en condiciones de normoxia e hipoxia
con dos lineas celulares MDA-MB-231 y Hs578t. Se realiz6 el ensayo por PCR en
tiempo real utilizando oligonucleétidos disefiados y Sybr Green para la determinacién.
Los resultados fueron normalizados con la expresion de normoxia y se muestra el
cambio en expresion cuando las células son sometidas a hipoxia. Los ensayos fueron
realizados por triplicado, los datos de AACt fueron procesados en GraphPad y se
realiz6 un ensayo de ANOVA para determinar si la diferencia era significativa

obteniendo una p>0.05
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8.3 Silenciamiento de la expresion de HOTAIR en las lineas celulares MDA-MB-231 y
Hs578t.

Para poder evaluar la inhibicion de HOTAIR es necesario contar con un inhibidor,
usualmente se pueden fabricar los inhibidores de tipo siRNA, sin embargo, se decidio
utilizar un inhibidor comercial DsiRNA HOTAIR (IDTDNA). EI método de accion del
inhibidor consiste en un RNA de doble cadena con estructura de tallo burbuja que al
ser transfectado en las células por medio de la lipofectamina, comienza un
procesamiento por el complejo de proteinas de DICER para eliminar la estructura
secundaria de burbuja, dejando un RNA de doble cadena que puede ser reconocido
por el complejo de las proteinas argonautas (AGO1-4) las cuales separan las cadenas
dejando un complejo RISC funcional y especifico para el blanco, en este caso HOTAIR.
Después de analizar los resultados de la PCR en tiempo real se concluye que el
inhibidor de HOTAIR es capaz de silenciar aproximadamente el 50% de la expresion
de HOTAIR tanto en condiciones de normoxia e hipoxia. Siendo en condiciones de
hipoxia tres veces mayor la expresion del RNA largo no codificante, pero, aun en estas
condiciones el inhibidor logra una diferencia significativa en comparacion con la
muestra control sin transfectar. En la figura 8 se muestran los resultados de la
expresion de HOTAIR y el efecto de la inhibicion de HOTAIR en las lineas celulares
MDA-MB-231 y Hs578t.

En conclusion, el inhibidor DsiRNA HOTAIR, disminuye la expresion del IncRNA
HOTAIR tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia y se puede utilizar el

inhibidor para los experimentos siguientes.
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Figura 8 Analisis de la expresion de HOTAIR en células Hs578t en condiciones

de normoxia e hipoxia. Los resultados se obtuvieron por PCR en tiempo real utilizado
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oligonucledtidos y Sybr green para la determinacién de la expresion de HOTAIR, los
resultados fueron normalizados contra las células sin transfectar y se midié la
diferencia entre el control y las células con HOTAIR inhibido, todos los resultados son
el promedio de muestras por triplicado y se realizd6 el analisis de ANOVA con el
software GraphPad. El panel A se observa la expresiéon de HOTAIR en MDA-MB-231
tanto en normoxia y en hipoxia y en el panel B se observa la expresion de HOTAIR en

Hs578t.
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8.4 Ensayos de mimetismo vasculogénico en lineas celulares MDA-MB-231 y Hs578t
con HOTAIR inhibido.

Una vez que se determind la inhibicion de HOTAIR en las lineas celulares se procedi6
a la realizacion de ensayos de mimetismo vasculogénico en células transfectadas con
el inhibidor y células sin transfectar como control, como un control adicional células
transfectadas con un scramble de RNA. Los resultados obtenidos nos muestran que
las células tanto MDA-MB-231 y Hs578t muestran una disminucién en la formacion de
tubos y nodos en comparacion con las células control. Estas lineas celulares ya habian
sido reportadas como formadoras de MV por nuestro equipo de trabajo (Salinas-Vera,

2018) por lo que fueron elegidas para el desarrollo de los experimentos.

El mimetismo vasculogénico es uno de los fendmenos que en los pacientes empeoran
su prondéstico. Para estudiar el mimetismo vasculogénico se sembraron 100 mil células
sobre una matriz sélida (matrigel) y se document6 la formacion de redes tipo capilares
durante 9 horas tomando fotografias cada 3 horas. Se contaba con antecedentes del
grupo de trabajo que reportaban la formacién de mimetismo vasculogénico en MDA-
MB-231, sin embargo, no se conocia el efecto que pudiera tener la inhibicién de
HOTAIR en el mimetismo. En la figura 9 panel A, se puede observar imagenes
representativas del ensayo de mimetismo vasculogénico a diferentes tiempos y en las
diferentes condiciones, se puede apreciar como en las células sin transfectar como en
las células transfectadas con el scramble de RNA la formacion de tubos y nodos inicia
desde la segunda toma de imagenes (t=3h), en contraste las células transfectadas con

el inhibidor de HOTAIR no muestran formacion de tubos capilares. Hasta las nueve
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horas se puede observar un gran nimero de tubos capilares en el control y en el
scramble mientras que con el inhibidor no se pueden apreciar.

Era necesario comprobar el mismo comportamiento en otra linea celular diferente,
Hs578t fue tratada de la misma manera que MDA-MB-231. En la figura 10 se puede
observar la formacion de las redes tridimensionales en las células control en
comparacion con las células transfectadas con el inhibidor de HOTAIR, aunque en esta
linea si se observé una minima formacion de redes en las células con HOTAIR inhibido,
esto puede deberse a que estas células expresaban mas HOTAIR en condiciones de
hipoxia en comparacion con MDA-MB-231.

Las células transfectadas con DsiRNA HOTAIR mostraron una disminucion
significativa en comparacion con las células control en ambas lineas celulares
estudiadas. Con estos resultados podemos concluir que la inhibicion de HOTAIR
reduce significativamente la formacion de mimetismo vasculogénico en lineas

celulares.
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Figura 9. Ensayo de mimetismo vasculogénico en MDA-MB-231. Se sembraron 10

mil células MDA-MB-231 en las tres condiciones, control, transfectadas con scramble

de RNA vy transfectadas con 35 nM de DsiRNA HOTAIR, se fue documentando la

formacion de redes tridimensionales y nodos a través del tiempo con fotografias, en el

panel A se muestran imagenes representativas de cada condicion por tiempo. El

analisis de las imagenes se realiz6 contando el nimero de tubos capilares y nodos en

3 campos por cada tiempo y por dos diferentes observadores, los valores obtenidos

fueron promediados y se muestran en el panel B. Se encontr6 una diferencia

significativa entre el control y las células con HOTAIR inhibido (p>0.005)
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Figura 10. Ensayo de mimetismo vasculogénico en Hs578t. Se sembraron 10 mil

células Hs578t en las tres condiciones, control, transfectadas con scramble de RNA 'y
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transfectadas con 35 nM de DsiRNA HOTAIR, se fue documentando la formacion de
redes tridimensionales y nodos a través del tiempo con fotografias, en el panel A se
muestran imagenes representativas de cada condicion por tiempo. El andlisis de las
imagenes se realizé contando el nimero de tubos capilares y nodos en 3 campos por
cada tiempo y por dos diferentes observadores, los valores obtenidos fueron
promediados y se muestran en el panel B. Se encontré una diferencia significativa

entre el control y las células con HOTAIR inhibido (p>0.005)
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8.5 Ensayos de migracion en lineas celulares MDA-MB-231 y Hs578t con HOTAIR
silenciado.

Para corroborar si la inhibicién del mimetismo vasculogénico esta relacionado con la
interferencia de HOTAIR nos propusimos. Uno de los mecanismos por los que inicia el
mimetismo vasculogénico es la migracion celular, donde las células se alinean para
formar los tubos capilares. Ya que las lineas celulares mostraban una menor formacién
de mimetismo cuando se transfectaban con inhibidor de HOTAIR nos preguntamos si
la migracion celular se veria afectada por lo que se realizaron ensayos de migracion
celular por herida.

250 mil células son sembradas para formar una monocapa, después se realizé una
herida a esta monocapa y se documenté durante 48 horas como las células migraban
para intentar reestablecer la monocapa. En la figura 11 se muestran los resultados con
MDA-MB-231 donde se observo que las células con HOTAIR inhibido tienen una
disminucién significativa en su capacidad de migracion, se puede observar que a las
24 horas las células control habian migrado mas que las células con HOTAIR inhibido.
En la figura 12 se muestra el tratamiento de los datos obtenidos con las imagenes, se
realiz6 una cuantificacion midiendo el area de la herida en todos los tiempos, el area
en el tiempo 0 fue considerada como el 100% y su inverso el porcentaje de migracion,
a las 24 horas las células control habian migrado y cubierto 35% de la herida mientras
que las células con HOTAIR inhibido solo migraron 10%, a las 48 horas las células
control sin transfectar lograron cerrar completamente la herida mientras que las células
con HOTAIR inhibido solo lograron migrar 25%.

Los resultados fueron confirmados en una segunda linea celular. Hs578t. Las células

fueron tratadas de la misma manera que la linea celular anterior, en la figura 13 se
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puede observar el mismo comportamiento donde las células con HOTAIR inhibido
tienen una capacidad de migracion significativamente disminuido en comparacién con
las células control.

En la figura 14 muestra la cuantificacion que se realiz6 de la misma manera, midiendo
el area de la herida a través del tiempo y su diminucién. El area inicial fue considerada
como el 100% y su inverso el porcentaje de migracion. Las células transfectadas con
el inhibidor de HOTAIR solo migraron el 30% a las 48 horas mientras que las células

control ya habian cerrado la herida completamente.

Los resultados obtenidos muestran claramente como hay una disminucion significativa
en la migracion celular en las células transfectadas con inhibidor de HOTAIR, las
cuales migraron hasta 60% menos que las células control sin transfectar. Esto puede
ser resultado de la disminucion en las proteinas asociadas a la migracidon nosotros

proponemos a FAK.
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Figura 11. Ensayos de migracion celular por herida en MDA-MB-231. Se colocaron
250 mil células y se dejaron crecer hasta formar una monocapa, después se realizo
una herida y se monitoreo la migracion de las células, se fotografiaron las tres

condiciones hasta que uno llegara a cerrar la herida completamente.
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Figura 12. Cuantificacion de la migracion en MDA-MB-231. Se midi6 el &rea de
herida y como se disminuia con el paso del tiempo. El area de la herida es considerada
como el 100% y el inverso del porcentaje cubierto el porcentaje de migracion,
finalmente los resultados fueron comparados para verificar si habia una diferencia
significativa. Se puede observar que las células control y scramble lograron migrar y
cubrir el 100% de la herida después de 48 horas en comparacion con células con

HOTAIR inhibido las cuales solo migraron en un 20% para cubrir el area de la herida.
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Figura 13. Ensayos de migracion celular por herida en Hs578t. Se colocaron 250
mil células y se dejaron crecer hasta formar una monocapa, después se realizé una
herida y se monitoreo la migracion de las células, se fotografiaron las tres condiciones

hasta que uno llegara a cerrar la herida completamente.
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Figura 14. Cuantificacién de la migracion en Hs578t. El area de la herida es
considerada como el 100% vy el inverso del porcentaje cubierto el porcentaje de
migracion, finalmente los resultados fueron comparados para verificar si habia una
diferencia significativa. Se puede observar que las células control y scramble lograron
migrar y cubrir el 100% de la herida después de 48 horas en comparacion con células
con HOTAIR inhibido las cuales solo migraron en un 20% para cubrir el area de la
herida. Se observa que a las 24 horas las células control ya habian migrado para cubrir
mas del 60% de la herida mientras que las células con HOTAIR inhibido solo lo hacian
en el 20%, después a las 48 horas las células control ya habian ocupado el 100% de

la herida mientras que las células inhibidas solo lograron menos del 40%.
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8.6 Analisis de la expresion de FAK en células MDA-MB-231 con HOTAIR inhibido
por medio de IF

Una vez que se confirma la inhibicién de la migracién celular nos propusimos investigar
que proteina podria ser una de las afectadas, un candidato es la proteina de
adhesiones focales (FAK) ya que esta implicada en la migracién celular y la formacion
de adhesiones focales. Reportes previos describen que tiene un papel importante en
el mimetismo vasculogénico y reportes de nuestro equipo de trabajo lo sefialan como
un posible blanco del miR-204. Para comprobar esto se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-FAK para observar su distribucién en dos
condiciones, células control sin transfectar y células trasnfectadas con el inhibidor de
HOTAIR. Se encontré una distribucion de FAK en todas las células y se lograron
observar algunas adhesiones focales, en comparaciéon las células con HOTAIR
inhibido mostraban una distribucién menor de FAK, mas localizada en el nicleo y no
se pudieron observar las adhesiones focales.

En la figura 15 se pueden observar los resultados de la inmunofluorescencia, en la
imagen de la izquierda se muestran las células control sin transfectar y en el de la
derecha las células transfectadas con el inhibidor de HOTAIR. Se observa que en las
células control la distribucién de FAK es mas uniforme en las células y la presencia de
algunas adhesiones focales marcadas con flechas, las células trasnfectadas con el
inhibidor de HOTAIR se observa una distribucién mas pobre de FAK en las células, asi
como la perdida de las adhesiones focales.

Se puede concluir que la inhibicion de HOTAIR disminuye significativamente la
migracion celular y la cantidad de proteina FAK. Esto puede ser que sea a través de

esponja de miR-204 la cual es un posible blanco directo de FAK
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Control DsiRNA HOTAIR

Figura 15. Determinacion de la proteina FAK por inmunofluorescencia. En verde
se muestra la proteina FAK, en rojo la actina polimerizada del citoesqueleto tefiida con
faloidina rodaminada y en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Las células fijaron con
paraformaldehido y después se permeabilizaron, después fueron marcadas con
antiFAK al que después se le colocé Alexa-488, posteriormente se coloco la faloidina
y el DAPI. Se muestran con flechas la presencia de adhesiones focales caracteristicas

de la actividad de FAK.
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8.7 Comprobacion de la interaccion HOTAIR/miR-204 por ensayos de luciferasa.

Nosotros proponemos que HOTAIR esta actuando como esponja del miR-204,
interactuando con este y liberando a los genes blanco del miR-204 de su represion
postranscripcional Para comprobar esta hipétesis fue necesario comprobar que existia
una interaccion secuencia especifica entre HOTAIR y miR-204. Para lograrlo el primer
paso fue determinar la presencia de una region de HOTAIR que fuera complementaria
a una secuencia de miR-204. Existen diferentes softwares que nos permiten predecir
la interaccion entre INcCRNA y miRNA. Se eligi6 trabajar con miRWALK porque contenia
datos de HOTAIR y nos permitid hacer el analisis con miR-204. En la figura 16 se
muestran los resultados obtenidos en la base de datos donde se predice un sitio
complementario de 8 nt en la posicion 131-145 de HOTAIR. Una vez que se cont6 con
la posible region semilla se procedié a sintetizar oligonucledétidos que contuvieran la
region semilla. Se sintetizaron dos pares, el primero con la secuencia de la regién
semilla complementaria a miR-204 y otro con la secuencia de la region semilla mutada.
Los oligonucledtidos fueron hibridados para formar un fragmento de doble cadena y
posteriormente fueron ligados a un vector reportero de luciferasa pMir-Report y
secuenciados para confirmar la presencia de nuestro fragmento dentro del plasmido.
En la figura 17 se muestra el disefio del plasmido que seria transfectado en las células
para la determinacion de actividad de la luciferasa. Los plasmidos fueron purificados y
transfectados en células MDA-MB-231 donde después se realizaron los ensayos de
medicion de actividad de luciferasa.

En la figura 18 se muestran los resultados del ensayo de mediciéon de actividad de la
luciferasa, se puede observar que la actividad est4 conservada en los plasmidos que

contienen el inserto de HOTAIR y en los plasmidos que contienen el inserto wt en
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presencia de un scramble de RNA, sin embargo, se observa la disminucidn significativa
en los pladsmidos que contienen la region semilla de HOTAIR interactuando con el miR-
204, para comprobar que no se debiera a uniones inespecificas se coloco el plasmido
con la region semilla mutada y también se observa una actividad de luciferasa
completa

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que hay una interaccion secuencia
especifica entre HOTAIR y miR-204. HOTAIR puede hacer efecto esponja sobre el
miR-204 liberando a sus blancos de la represién postranscripcional

Para corroborar los datos se realizé la medicion de la expresion de miR-204 en las
células que tiene HOTAIR inhibido. Actualmente no se conoce con claridad lo que pasa
cuando interactdan los IncRNA y los miR-204 por lo que no se puede describir el
mecanismo mediante el cual se pueda decir que HOTAIR afecta los niveles de
abundancia del miR-204. En la figura 19 se muestran los resultados de la cuantificacion
de la abundancia de miR-204 y el efecto que tiene la inhibicion de HOTAIR sobre el

miR-204.
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Figura 16. Prediccién de lainteraccion entre HOTAIR y miR-204. Se encontrd una
posible region semilla en la posicion 131-145 de HOTAIR que pudiera estar
interactuando con miR-204. La prediccion de esta region se realizé con los parametros

automaticos de la base de datos utilizada.
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CcMV Luciferasa HOTAIR poly(A)

miR-204 semilla

HOTAIR wt 131-220 5/ CATGAGGAAAAGGGAAAA 3’

miR-204 3’ AUCCUACUGUUUCCCUUC 5’

HOTAIR mutado 131-220 5’ CATGAGGAAGGTITCAAAA 3’

Figura 17. Disefio del plasmido para comprobar la interaccion de HOTAIR y miR-
204. Se logré la insercion de los fragmentos de HOTAIR en el plasmido, se puede
observar que tenemos dos insertos diferentes uno con la region semilla mutada y otro

con la regién semilla intacta para poder corroborar la interaccién con el miR-204.
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Figura 18. Cuantificacién de la actividad de la luciferasa, comprobacién de
interacciéon HOTAIR- miR-204. Se muestran los datos de los ensayos de medicién de
actividad de la luciferasa, todos los resultados estan normalizados a la actividad de las
células transfectadas con el plasmido pmiR-HOTAIR wt representado con una barra
negra, en la barra gris se observa la actividad de estas células, pero interaccionando
con un scramble de RNA. La barra blanca es la actividad de luciferasa en células
transfectadas con el plasmido pmiR-204 wt y cotransfectadas con el miR-204. Por
ultimo, la barra a rayas es la actividad de plasmido pmiR-HOTAIR mut y el miR-204.
Se realizaron los experimentos por triplicado y se calculd la diferencia significativa

(p<0.05) utilizando el software GraphPad
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Figura 19. Cuantificacién de miR-204 en células control e inhibidas de HOTAIR,
la abundancia de miR-204 aumenta significativamente. En negro se muestran la
cuantificacion de las lineas normales tanto MDA-MB-231 y en gris la cuantificacion de
las lineas con HOTAIR silenciado. Las determinaciones se realizaron por PCR en
tiempo real con sondas TAQMAN para la cuantificacién de miR-204. Los experimentos
se realizaron por triplicado y se graficaron con ayuda de GraphPad y se calculé la

diferencia significativa (p<0.05).
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8.8 Validacion de FAK como blanco directo del angiomiR-204.

En trabajos previos del equipo de trabajo se habia encontrado evidencia que mostraba
gue FAK era un blanco directo del miR-204 sin embargo no se habia confirmado esto.
Para determinar si el gen FAK es blanco del miR-204 se comparo la secuencia de la
3’ UTR de FAK con la secuencia del miR-204 utilizando el software MirDB

(http://www.mirdb.org/). Se predice un sitio de unién en la posicién 878-884 para el

miR-204 y FAK, en la figura 20 se muestra el resultado de la prediccién de la
interaccion. Ya que se identifico la region semilla, se sintetizaron dos pares de
oligonucledtidos que contenian la region semilla identificada en el paso anterior, el
primer par contenia la region semilla y el segundo par contenian una mutacion dentro
de la region haciendo que se perdiera la semilla. Los oligonucleétidos fueron
hibridados para formar un fragmento de doble cadena y posteriormente fueron ligados
a un vector reportero de luciferasa pMir-Report y secuenciados para confirmar la
presencia de nuestro fragmento dentro del pldsmido. En la figura 21 se muestra el
disefio del plasmido que se construy6 para los ensayos de medicion de la actividad de
la lucifersa.

Los plasmidos fueron purificados y transfectados en células MDA-MB-231 donde
después se realizaron los ensayos de medicion de actividad de luciferasa. En la figura
22 se puede observar que la actividad de la luciferasa esta conservada en los
plasmidos que contienen el inserto de FAK y en los plasmidos que contienen el inserto
wt en presencia de un scramble de RNA, sin embargo, se observa la disminucion
significativa en los plasmidos que contienen la region semilla de FAK interactuando

con el miR-204, para comprobar que no se debiera a uniones inespecificas se coloco
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el pldsmido con la region semilla mutada y también se observa una actividad de
luciferasa completa

Con estos resultados se concluye que FAK y miR-204 interaccionan de manera
secuencia especifica comprobando que FAK es un blanco directo de miR-204. Sin
embargo, se realiz6 el ensayo a nivel proteina por medio de un western blot para
determinar si la abundancia de la proteina FAK disminuia en células con la expresion
de miR-204 rescatada. En la figura 23 se muestran los resultados donde se puede
apreciar una disminucion en la abundancia de la proteina FAK cuando se restaura la
expresion del miR-204, se realiz6 la medicion desitrométrica de la imagen para
cuantificar la disminucion de la expresion y se encontré que se disminuia en 60% la
expresion.

Los resultados nos permiten concluir que a nivel de proteina la abundancia de FAK
también se disminuye en células transfectadas con el miR-204 y comprobar que el

gen FAK es blanco directo del miR-204.
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MicroRNA and Target Gene Description:

miRNA Name
Target Score

NCBI Gene ID
Gene Symbol
Gene Description protein tyrosine kinase 2

hsa-miR-204-3p mMIRNA Sequence GCUGGGAAGGCAAAGGGACGU

75 Seed Location 878
5747 GenBank Accession NM_001199649
PTK2 3' UTR Length 1092

3' UTR Sequence

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

gcctccecta
gcagcgagga
atgaccatct
attttttgtt
cgtttttcta
ttcacattaa
taccttagct
ggctgagaat
gaacaccctt
tgaagacttg
ttcgtgtgga
atgtcttttt
cagaaatgct
ccctttttee
agccactgga
acaggaattt
aatataccct
actgtacagt
ccttaaaaaa

ggagcacgtc ttgctaccct cttttgaaga tgttctctag ccttccacca
attaaccctg tgtcctcagt cgccagcact tacagctcca acttttttga
ggttgaaaaa tctttctcat ataagtttaa ccacactttg atttgggttc
ttgttttttt caatcatgat attcagaaaa atccaggatc caaaatgtgg
agaatgaaaa ttatatgtaa gcttttaagc atcatgaaga acaatttatg
gatacgttct aaagggggat ggccaagggg tgacatctta attcctaaac
gcatagtgga agaggagagc atgaagcaaa gaattccagg aaacccaaga

tcttttgtct accatagaat tattatccag actggaattt ttgtttgtta Sitio de union del miR-204 en
cagttgcaat atgctaatcc cactttacaa agaatataaa agctatattt la regién 3"UTR del gen FAK

agttatttca gaaaaaacta cagccctttt tgtcttacct
tatgtgaagc attgggtcgg gaactagctg tagaacacaa
tcacagaata atgtgccagt tttttgtagc aatgttattt
ttgtaccaga gcacctccaa actgcattga
atttttatat aatttataaa gaaagatta actattttac
gttaactaac ccttccttgt atctgt agaga atgaagcaaa
ggttttcttt tgatgtccag ttacaccatc cattctgtta attttgaaaa
ccctttagtt tgttggggga tataaattat tctcaggaag aatataatga
tactttgacc tattaaaaag gtgttaccag taaagttctt gttgtaatat
aa

3

Figura 20. Region semilla del miR-204 en la fracciéon 3’'UTR de FAK. Se utiliz6 la

base de datos miRDB para determinar la posible interaccion de la fraccion 3’'UTR del

gen FAK con el miR-204. Se utilizaron los pardmetros preestablecidos en la pagina.
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CMV Firefly luciferase 3'UTR FAK poly(A) signal

pmiR-report

miR-204 seed

FAK 3'-UTR wild type 850-906 5'._ ccCTTCCTTGTATCTGTCTTCCCAGGAGA..3

miR-204 ) e
3 GCUGGGAAGGCARAAGGGACGT 5

FAK 3’-UTR mutated 850-906 5°..CCCTTCCTTGTATCTGTCGGAACCGGAGA..3”
Figura 21. Disefio del plasmido para comprobar la interaccion de 3’UTR de FAK
y miR-204. Se logré la insercién de los fragmentos de FAK en el plasmido, se puede
observar que tenemos dos insertos diferentes uno con la regién semilla mutada y otro

con la regién semilla intacta para poder corroborar la interaccion con el miR-204.
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Figura 22. Cuantificacion de la actividad de la luciferasa, comprobacion de
interaccion FAK- miR-204. Se muestran los datos de los ensayos de medicion de
actividad de la luciferasa, todos los resultados estan normalizados a la actividad de las
células transfectadas con el plasmido pmiR-FAK wt representado con una barra negra,
en la barra gris se observa la actividad de estas células, pero interaccionando con un
scramble de RNA. La barra blanca es la actividad de luciferasa en células
transfectadas con el plasmido pmiR-204 wt y cotransfectadas con el miR-204. Por
altimo, la barra a rayas es la actividad de plasmido pmiR-FAK mut y el miR-204. Se
realizaron los experimentos por triplicado y se calculd la diferencia significativa

(p<0.05) utilizando el software GraphPad
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Figura 23. Western Blot de FAK. Comprobacion de la inhibicién de FAK en
presencia del miR-204. Se observa una disminucién de la expresién de FAK en
células con miR-204 restaurado, se utilizé a GAPDH como control y se realizaron
analisis densitométricos para medir la disminucién de la expresion de manera
cuantificable. En el panel A se muestra la imagen de la membrana de nitrocelulosa
revelada donde se observé la disminucién de la expresion. En el panel B se muestra

la cuantificacion del analisis densitométrico para la cuantificacion de la expresion de

FAK.
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9.0 Discusion

La sobreexpresion de HOTAIR en tejidos tumorales ya habia sido reportado en
carcinoma hepatocelular (Cheng, et al; 2018), en cancer de ovario (Chang, et al; 2018)
y en cancer de mama (Han, et al; 2018) por lo que nuestros resultados concuerdan
con la informacion ya publicada, la sobreexpresion de HOTAIR incluso ha sido
relacionada con resistencia a la terapia con tamoxifen (Xue, et al; 2015) HOTAIR es
un RNA largo no codificante con actividad oncogénica, se sobre expresa en un tercio
de los tumores de mama por casi 125 veces mas de niveles de concentracion
comparado con tejido epitelial de mama sano.

Para estudiar la inhibicién de HOTAIR se utiliz6 un inhibidor comercial de RNA de
doble cadena el cual es procesado por DICER y después reconocido por el complejo
de proteinas argonautas, este tipo de inhibidores comerciales ya habian sido
reportados (Kim, et al; 2004; Rose, 2005). El inhibidor especifico de HOTAIR fue
reportado anteriormente (Ozes, et al; 2016) con una funciéon de silenciamiento de
aproximadamente el 80%, en nuestro estudio no logramos una inhibicion de esa
magnitud, sin embargo, en el estudio publicado se trabaj6é con lineas de cancer de
ovario, por lo que la diferencia puede deberse a niveles de expresién aumentada en
las lineas celulares de mama y la concentracion utilizada era mayor (10uM) en
comparacién con la concentracion que nosotros utilizamos (35 nM). Nuestros
resultados son suficientes para lograr una diferencia significativa en las células
transfectadas con el inhibidor de DsiRNA HOTAIR.

La vascularizacion que realizan los tumores durante el cancer es uno de los fenémenos
mas estudiados tanto para entenderlo como para proponerlo como un blanco

terapéutico, antes se creia que solo la angiogénesis, formacion de vasos formales
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creadas por células endoteliales, era el unico mecanismo por el cual un tumor podia
obtener oxigeno y nutrientes necesarios para el mantenimiento de las células
tumorales, sin embargo, después se encontré otro mecanismo por el cual se podia
mantener el flujo de oxigeno y nutrientes pero formada por células tumorales en lugar

de células endoteliales, este fendbmeno es conocido como mimetismo vasculogénico.

El mimetismo vasculogénico es un fenotipo de vascularizacion tumoral de gran
importancia ya que su presencia tiene significancia clinica para los pacientes que se
traduce en una menor tasa de sobrevida y una mayor probabilidad de metastasis. Se
ha reportado la formacion de mimetismo vasculogénico en lineas celulares de mama
triple negativo (Zeng, et al; 2015) y en nuestro equipo de trabajo también se ha
reportado la formacién de mimetismo vasculogénico (Salinas-Vera, et al; 2018), la
participacion de FAK en el mimetismo vasculogénico también habia sido reportada
(Zang, et al; 2015), esto aunado a resultados previos de nuestro equipo de trabajo
donde se encontré que habia una expresion diferencial de FAK en células que
formaban MV en comparacién con células que no forman MV, por esta razdn nosotros
propusimos esta proteina como nuestro modelo de estudio. La participacion de un
INcRNA en el mimetismo vasculogénico también ha sido reportada (Li, et al; 2017)
aunque con MALAT1 diferente a HOTAIR, hasta el momento no se cuentan con

antecedentes del papel que podria jugar HOTAIR en el mimetismo vasculogénico.

Un mecanismo que esta directamente involucrado en el mimetismo vasculogénico es
la migracion celular, la cual es necesaria para que las células se alineen y formen los

tubos tipos capilares, la inhibicion de HOTAIR mostré disminuir la migracion celular.
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HOTAIR es un IncRNA oncogénico que se ha demostrado que se encuentra elevada
su expresion en diferentes tipos de cancer. HOTAIR tiene mecanismos de accion
descritos de remodelaciébn de cromatina interactuando con complejos proteinicos
como PRC2 y LSD1, sin embargo, también se conoce su potencial como esponja de
miRNA donde libera a los blancos de dichos miRNA de su represion.

En el presente trabajo se demostro la interaccion de HOTAIR con el miR-204 el cual
se habia demostrado anteriormente que disminuia significativamente el mimetismo
vasculogénico, aparte de eso se demostré que la inhibicién de HOTAIR disminuye
significativamente la migracion celular, la cual es necesaria para formar las redes
tridimensionales que forman el mimetismo vasculogénico. Se comprob6 otro blanco

molecular del miR-204, FAK el cual tiene un papel ya descrito dentro del MV.

Adicionalmente se midié los niveles de expresion del miR-204 en presencia del
inhibidor de HOTAIR, donde se obtuvo que en las células transfectadas con el inhibidor
se detecta 1.5 veces mas la concentracion del miR-204. Todavia no se sabe mucho
sobre la interaccion entre los INcCRNA y los miR para dilucidar por cual mecanismo es
que los largos no codificantes estan influyendo sobre los niveles de expresién de los
micro RNA. Sin embargo, se conoce de su efecto esponja y esta descrito en otros
trabajos la reduccion en los niveles de miRNA en presencia de RNA largos no

codificantes.

Una vez que demostramos la inhibicion del mimetismo vasculogénico y la disminucion
de la migracion celular nosotros proponemos que la forma en la que estos fenbmenos

interactian es que HOTAIR esta atrapado al miR-204 en un efecto esponja, sin

100



embargo, es necesario comprobar que HOTAIR interacciona con el miR-204. Uno de
los métodos utilizados para la comprobacion de las interacciones entre dos moléculas
en este caso el RNA largo no codificante y el miR-204 son los ensayos de medicién de
actividad de la luciferasa utilizando un plasmido comercial pmiR-report el cual tiene la
secuencia para la proteina de la luciferasa de las luciérnagas. Se encontr6 una
secuencia complementaria entre el RNA largo no codificante y el miR-204. Los
resultados de la actividad de la luciferasa nos permiten concluir que la region semilla
interactta con el miR-204 aunque es necesario comprobar estos resultados in vivo con

alguna técnica que nos permita dilucidar esta interaccion en células vivas como RIP.

En trabajos previos ya se habia hablado de que FAK es una cinasa que tiene un papel
importante en el mimetismo vasculogénico y en reportes de nuestro grupo de trabajo
se demostré que FAK podia ser un blanco directo del miR-204, en este trabajo nos
dimos a la tarea de comprobar que FAK fuera un blanco directo de miR-204. FAK es
una cinasa de adhesion focal que tiene funcion en la migracién celular, en el mimetismo
vasculogénico y en la invasion de tejidos.

Por dltimo, se realiz6 la comprobacion de FAK como blanco del miR.204 el cual ya
habia sido sugerido como un blanco con anteriores resultados del equipo de trabajo,
pero era necesario comprobarlo.

Lo primero que se realizé fue un ensayo de luciferasa el cual nos comprobd que la
region semilla en la region 3’'UTR de FAK interacciona con el miR-204, después estos
resultados fueron comprobados a nivel de proteina con un western blot, en este se
comprobd que la cantidad de proteina disminuia significativamente en células

transfectadas con un precursor de micro RNA 204.
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Después se comprobo el resultado a nivel de proteina utilizando la técnica de Western
Blot para determinar la abundancia de proteina en células transfectadas con miR-204.

Se obtuvo una disminucion significativa en la abundancia de la proteina FAK.

102



10.0 Conclusiones.

1. La inhibicién de HOTAIR aumenta significativamente la abundancia de miR-204.

2. La inhibicién de HOTAIR evita la formacién de redes celulares en 3D en el estadio

temprano del mimetismo vasculogénico.

3. La inhibicién del HOTAIR inhibe la migracion de las células MDA-MB-231.

4. La restauracion del miR-204 inhibe significativamente la expresion de la proteina

FAK sugiriendo que es un blanco directo.

5. La inhibicion de HOTAIR disminuye significativamente la cantidad de FAK asi como

la presencia de las adhesiones focales.
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