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Resumen

El mimetismo vasculogénico es la formacion de estructuras tipo canal mediante
células tumorales, esto les permite generar una red de canales capaces de
transportar sangre, nutrientes y células tumorales lo que puede favorecer en gran
medida al proceso de metastasis. Se identificaron 192 genes y 106 IncRNAs
relacionados con la metastasis, 132 genes y 20 IncRNAs relacionados con
mimetismo vasculogénico (MV) en diferentes tipos de céncer, los principales
términos de ontologia génica (GO) que estan significativamente enriquecidos son
los relacionados con la locomocion, migracion celular, motilidad celular, adhesion
focal, desarrollo de seudépodos, sistema circulatorio, desarrollo de tubos y
desarrollo vascular. Se analiz6 la expresion de estos conjuntos de genes en una
cohorte de 916 muestras filtradas de cancer de mama 895 no metastasico (MO) y
21 con metastasis (M1) y se identificaron los 30 genes mas expresados. El analisis
de enriquecimiento funcional en términos de GO muestra que ambos conjuntos
presentan procesos biolégicos en comun: locomocién, migracion celular, motilidad
y diferenciacion celular. Las redes de interaccion mostraron que 44 miRNAs podrian
unirse a los RNAmM y IncRNAs relacionados con la metastasis, por otro lado, 43
mMiRNAs pueden interactuar con RNAmM y IncRNAs relacionados con MV. Se
encontroé que todas las muestras MO y M1 analizadas en este trabajo presentaban
mimetismo vasculogénico y eran funcionales ya que se identificaron eritrocitos
dentro de estas estructuras tipo canal. Los IncRNAs AFAP1-AS1, CASC15,
LUCAT1, TINCR y LINC00662 estan mas expresados en tejidos de cancer de mama
M1 en comparacién con muestras de mama MO. Se sugiere que estos INCRNAs
podrian estar regulando la metastasis y MV a través de los cuerpos nucleares
mediante en el procesamiento de pri-RNAm, pre-RNAm y formando cuerpos
nucleares, también estos INcCRNA podrian estar compitiendo por la union de miRNA
con otros IncRNAs o0 RNAmM (ceRNA), a nivel de cromatina con HOTAIR, en el
alargamiento de telomeros con AFAP1-AS1 el cual podria estabilizar el complejo de
la telomerasa. Los resultados de este estudio pueden contribuir a la identificacion

de marcadores relacionados con la metastasis y mimetismo vasculogénico en



cancer de mama en estudios futuros, ademas, estos resultados pueden ayudar a

identificar potenciales objetivos experimentales.
Abstract.

Vasculogenic mimicry is the formation of channel-like structures by tumor cells, this
allows them to generate a network of channels capable of transporting blood,
nutrients, and tumor cells, which can greatly favor the process of metastasis. 192
genes and 106 IncRNAs related to metastasis were identified, 132 genes and 20
IncRNAs related to vasculogenic mimicry (MV) in distinct types of cancer, the main
GO terms that are significantly enriched are those related to locomotion, cell
migration, motility cell, focal adhesion, development of pseudopodia, circulatory
system, development of tubes and vascular development. The expression of these
gene sets in a cohort of 916 filtered breast cancer samples 895 non-metastatic MO
and 21 metastatic (M1) were analyzed and the 30 most expressed genes were
identified. Functional enrichment analysis in terms of gene ontology (GO) shows that
both sets have biological possessors in common: locomotion, cell migration, motility,
and cell differentiation. Interaction networks showed 44 miRNAs could bind to
metastasis-related mMRNAs and IncRNAs, on the other hand, 43 miRNAs can interact
with MV-related mMRNAs and IncRNAs. All MO and M1 samples analyzed in this work
were found to exhibit vasculogenic mimicry and were functional as erythrocytes were
identified within these channel-like structures. The IncRNAs AFAP1-AS1, CASC15,
LUCAT1, TINCR and LINC00662 are more expressed in M1 breast cancer tissues
compared to MO breast samples. It is suggested that these IncRNAs could be
regulating metastasis and MV through nuclear bodies by processing pri-mRNAs,
pre-mRNAs and forming nuclear bodies, also these INcRNAs could be competing for
miRNA binding with other IncRNAs or mRNA (ceRNA), at the chromatin level with
HOTAIR, in the lengthening of telomeres with AFAP1-AS1 which could stabilize the
telomerase complex. The results of this study may contribute to the identification of
markers related to metastasis and vasculogenic mimicry in breast cancer in future

studies, in addition, these results may help identify potential experimental targets.



1 INTRODUCCION
1.1 Definicién de cancer

El cancer se considera como un conjunto de enfermedades donde las células
normales del cuerpo comienzan a dividirse descontroladamente y pueden

diseminarse a tejidos adyacentes y propagarse a otros érganos (Cancer, 2015).
1.1.1 Caracteristicas distintivas del cancer

El cancer es una enfermedad compleja, heterogénea y altamente dinamica en la
cual multiples componentes de células normales cambian progresivamente a un
estado neoplasico adquiriendo una serie de caracteristicas distintivas que las
convierte en células malignas. En el 2000 Hanahan y Weinberg, propusieron un
marco légico integral para el estudio funcional del céncer, describiendo seis
Hallmarks o sellos distintivos que adquiere una célula durante el desarrollo tumoral:
mantenimiento de la sefal proliferativa, eludir supresores de crecimiento,
resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccion de angiogénesis,
invasion y metastasis. Los avances significativos en la comprensién de las
caracteristicas del cancer llevaron a estos mismos autores a identificar cuatro
caracteristicas nuevas: evasion del sistema inmune, inflamacion, desregulacion
metabdlica e inestabilidad gendmica y mutacional (Figura 1) (Hanahan y Weinberg,
2011).



Sellos del cancer
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Figura 1. Sellos del cancer. Las células tumorales adquieren una serie de caracteristicas
necesarias para el inicio, promocién y progresion del cancer. Modificada de Hanahan y
Weinberg, 2011 en BioRender.com.

1.2 Metéastasis

A la formacion de tumores secundarios en alguna parte del cuerpo lejos del tumor
primario original se le llama metastasis. Para que se lleve a cabo la metastasis las
células cancerosas deben abandonar su sitio de origen, circular por el torrente
sanguineo, aclimatarse a un nuevo entorno celular en un sitio secundario, escapar
del sistema inmune y progresar a un estado metastasico que a su vez se divide en

cinco etapas fundamentales (Fares et al., 2020) (Figura 2).



Invasion. La metéastasis inicia cuando las células tumorales invaden la membrana
basal, las células degradan la matriz extracelular mientras van migrando con la
ayuda de las metaloproteinasas (MMP) MMP-1, -2, -13 y -14 (Kessenbrock et al.,
2010).

Intravasacion. Es el proceso mediante el cual las células tumorales entran a la luz
de la vasculatura, en este proceso intervienen factores intrinsecos y extrinsecos,
como factor intrinseco se incluye a la transicion epitelio mesenquimal (EMT) y la
produccion de proteasas, por otro lado los factores extrinsecos comprenden la
actividad de neutréfilos protumorales tipo 2 (N2), fibroblastos (CAFs), macrofagos
tipo 2 (M2) y las células endoteliales que conforman a los vasos sanguineos; estas
dltimas también juegan un papel importante en la intravasacion ya que secretan el
ligando CXCL12 que atrae a las células tumorales que expresan en receptor CXCR4

lo que facilita ain mas la intravasacion (Majidpoor y Mortezaee, 2021).

Circulacion. Después de que las células tumorales entran a la luz de los vasos
sanguineos pueden viajar por el torrente sanguineo de manera individual o en
agregados celulares, este grupo heterogéneo puede estar formado por células del
estroma y neutréfilos que aumentan las probabilidades supervivencia celular en la
circulacién sanguinea, por otra parte, las plaquetas forman un revestimiento que
rodea a las células tumorales evitando que sean detectadas por las células del

sistema inmune (Kessenbrock et al., 2010; Placke et al., 2012).

Extravasacion. Cuando las células tumorales en circulacién pasan a través de
pequefios capilares o microvasculaturas, quedan atrapadas y pueden formar
pequefias colonias que romperan las paredes de los vasos. Para superar las
barreras fisicas de la extravasacion en tejidos de baja permeabilidad, los tumores
primarios son capaces de liberar exosomas que transfieren factores que pueden
modificar el microambiente distante e inducir la permeabilidad vascular, por ejemplo,
la angiopoyetina 4 (ANGPTL4), EREG, COX-2, MMP-1 y MMP-2 que interfieren en
las uniones de células endoteliales o que promueve la extravasacion de células

tumorales (Valastyan y Weinberg, 2011).



Colonizacién. Los nichos metastasicos poseen células y matriz extracelular
compatible para la supervivencia y crecimiento de las células tumorales, por
ejemplo, las integrinas regulan el proceso de colonizacion ya que facilitan la
supervivencia independiente del anclaje de las células tumorales en circulacion. Los
exosomas secretados por el tumor primario pueden inducir la remodelacion de la
matriz extracelular al interactuar con fibroblastos, células del estroma y células
endoteliales para degradar colageno, laminina y fibronectina. La matriz extracelular
alterada por exosomas denota un incremento en la proliferacion, migracion y
supervivencia de las células tumorales, otro factor clave en el éxito de la
colonizacion y crecimiento tumoral es la formacion de una red vascular que lleve
oxigeno y nutrientes hacia el nuevo tumor (Figura 2) (Hamidi y lvaska, 2018; Fares
et al., 2020).
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1.3 Epidemiologia del cancer a nivel mundial

En la actualidad las enfermedades no transmisibles son responsables de siete de
cada diez muertes en todo el mundo y se estima que el cancer se posicionara como
la principal causa de muerte por estas enfermedades en el siglo XXI. Estudios
realizados por la Organizacion Mundial de Salud (OMS) en el 2019 estiman que el
cancer fue la primera y segunda causa de muerte antes de los 70 afios en 112 de
183 paises (World Health Organization, 2020)

El cancer constituye un enorme problema social y econdmico en paises
desarrollados y en vias de desarrollo; para muchos tipos de cancer la tasa de
incidencia es dos a tres veces mayor en paises desarrollados en comparacion con
economias emergentes, sin embargo, la diferencia en mortalidad entre estas dos
regiones es mucho mas pequefia debido a una mayor fatalidad en los casos de
cancer de los paises menos desarrollados. Estudios liderados por cientificos de la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en
inglés) estimaron que en 2020 se presentaron 19.3 millones nuevos casos y 10
millones de muertes por cancer en todo el mundo. De los diez principales tipos de
cancer en ambos sexos, el cancer de mama es el mas diagnosticado (11.7 %)
seguido por el cancer de pulmoén (11.4 %), colorrectal (10 %), préstata (7.3 %) y
estdmago (5.6 %). Por otro lado, los tipos de cancer que causan un mayor nimero
muertes son: de pulmén (18 %), colorrectal (9.4 %), higado (8.3 %), estbmago (7.7
%) y mama (6.9 %) (Figura 3) (Sung et al., 2021)
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Figura 3. Datos epidemiolégicos del cancer en el mundo. Incidencia y mortalidad de los diez
principales tipos de cancer en el mundo en ambos sexos, todas las edades (Tomado de
Globocan, 2020).

1.4 Epidemiologia del cancer en México

En lo que respecta al territorio mexicano en el 2020, el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) y la IARC reportaron 195 499 nuevos de casos de
cancer y una mortalidad de 90 222, los tipos de cancer mas diagnosticados en
ambos sexos y en todas las edades fueron de mama (29 929, 15.3 % del total),
préstata (26 472, 13.7 %), colorrectal (14 901, 7.6 %), tiroides (11 227, 5.7 %) y
cérvix (9 439, 7.8 %), por otro lado, los tipos de cancer que causaron un mayor
namero de muertes fueron debidas a neoplasias de mama (7 931, 8.8 % del total),
colorrectal (7 755, 8.6 %), prostata (7 457, 8.3 %), higado (7 175, 8 %) y leucemia
(4 786, 5.3 %) (Figura 4) (INEGI, 2020; Globocan, 2020).
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Figura 4. Epidemiologia del cancer en México. A. Incidencia de nuevos casos reportados
en el 2020 en ambos sexos, todas las edades. B. Muertes reportadas por cancer durante el
2020 en ambos sexos, todas las edades. Modificado de Globocan, 2020.

1.5 Cancer de mama

El cancer de seno se origina cuando las células de la mama comienzan a
multiplicarse sin control. El cancer de mama puede desarrollarse en diferentes
partes del seno, el cual consta de tres partes fundamentales: lobulillos; son las
glandulas encargadas de producir la leche, conductos; transportan la leche hacia el
pezon y tejido conectivo; formado por tejido fibrosos y adiposo que sirve como
soporte para todas las partes de la mama. La gran mayoria de los canceres de seno
comienzan en los conductos y se les nombra canceres ductales, algunos se
originan en las glandulas que producen la leche y reciben el nombre de canceres
lobulillares y existen otros muy raros como los tumores filodes y angiosarcoma
(Figura 5)(Chou et al., 2013).
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Figura 5. Anatomia de la mama. A. Carcinoma ductal in situ B. Carcinoma lobulillar in situ.
Modificada de Harbeck et al., 2019 en BioRender.com.

1.6 Factores de riesgo

Existen dos grupos de factores de riesgo que influyen en el desarrollo del cancer de
mama. Uno de ellos es el factor genético, como mutaciones en los genes BRCAL1,
BRCA2, CHEK2, polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP por sus siglas en inglés),
raza y origen ético, todos estos factores tienen la caracteristica de no ser
modificables (Coughlin, 2019).



El segundo grupo de factores de riesgo lo componen los no genéticos: edad
avanzada, antecedentes personales de patologias en la mama como la hiperplasia
atipica y el carcinoma lobulillar in situ, mamas densas, indice de masa corporal
elevado, el tratamiento con hormonas femeninas como la terapia hormonal
menopausica y el uso de anticonceptivos hormonales, consumo de alcohol, baja
actividad fisica, factores reproductivos como la menarquia prematura, edad
avanzada en el primer embarazo, cortos periodos de lactancia y menopausia tardia,

exposicion a radiacion ionizante (Britt, Cuzick y Phillips, 2020).

1.7 Clasificacion del cancer de mama

En cancer de mama es altamente heterogéneo, como lo informa el Ultimo reporte
de la Organizacion Mundial de la Salud los carcinomas de mama se dividen en 19
subtipos diferentes en los que se incluyen el carcinoma mamario invasivo de ningn
tipo especial (70-75 %; antes conocido como carcinoma ductal), carcinoma lobulillar
(10-14 %) y los carcinomas de tipo especial que incluyen 17 diferentes histotipos
raros con subclasificaciones (Figura 6A) (Sinn y Kreipe, 2013).

1.8 Clasificacion histolégica de los carcinomas

Esta clasificacion se divide en dos subgrupos, el carcinoma ductal preinvasivo
(DCIS) que se caracteriza por propagarse a través de los conductos, distorsionar su
arquitectura y puede progresar a invasivo; por otro lado el carcinoma lobulillar in
situ (CLIS) no distorsiona la arquitectura de los conductos y puede ser bilateral
(Harbeck et al., 2019). El segundo subgrupo corresponde a el carcinoma ductal
invasivo sin tipo especial (NST), se caracteriza por desarrollarse a partir del DCIS,
origina una masa tumoral de tipo fibrosa, se multiplica en el tejido circundante de la
mama, desarrolla metastasis hacia los vasos linfaticos y se disemina por los vasos
sanguineos, y el carcinoma lobulillar (ILC) presentan una respuesta fibrosa minima

y hace metéastasis a traves de las visceras (Figura 6A) (Harbeck et al., 2019).



1.9 Clasificacion molecular

Existe un numero muy grande de alteraciones moleculares que impulsan el
desarrollo del cancer de mama, es por lo que se han desarrollado varias
clasificaciones para agrupar este tipo de tumores. En 2000 Perou y Sorlie
elaboraron la clasificacion intrinseca que se basa en la expresion de un conjunto de
50 genes (PAM50), en ella se describen cuatro subtipos de cancer de mama:
Luminal A se caracterizan por presentar altos niveles de del receptor de estrégenos
(ER; codificado por ESR1, se localiza en el nucleo, factor de transcripcion activado
por ligando) y receptor de progesterona (PR; codificado por el gen PGR, activador
o represor transcripcional dependiente de isoforma, se localiza en el nucleo), bajos
niveles de proliferacion; El grupo Luminal B, expresa el RE pero no el PR (0 en bajo
grado), altos niveles de proliferacion; Los tipos basales o triple negativos son muy
agresivos presentan niveles altos de proliferacion y no expresan ER, PR ni el
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2; codificado por el
gen ERBB2, posee tres dominios: union a ligando extracelular, un dominio
transmembranal y uno catalitico tirosina cinasa intracelular); el subtipo HER2

enriquecido no expresa ER, PR y son muy agresivos (Figura 6B).

Subtipo Histoldgico B ( Subtipo Molecular J

Carcinomas no invasivos
*Carcinoma lobulillar in situ

Luminal A: RE+, PR+, HER2-, bajo indice Ki67

*Carcinoma ductal in situ: sélido, micropapilar,

Luminal B: RE+, PR+, HERZ2-/+, alto indice Ki67

Carcinomas invasivos
Carcinoma lobulillar invasivo

cribiformen, papilar (

HER2: ER+, PR-, HER2+, alto indice Ki67

Carcinoma ductal invasivo: tubular, cribiforme,
metaplésico, apocrino, mucinoso, papilar y

micropapilar [Tipo basal: ER-, PR-, HER2-, alto indice Ki67

)
]
)
J

Figura 6. Caracteristicas histolégicas y moleculares del cancer de mama. A. Clasificacion
histologica del cancer de mama. B. Clasificacion intrinseca (PAM50) de cancer de mama,
Ki67; marcador de proliferacién. Modificada de Harbeck et al., 2019.
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1.9.1 Clasificacién de tumores triple negativos

Los tumores triple negativo o tipo basal comparten muy pocas similitudes con otros
grupos, pero tienen una mayor diversidad intrinseca, al analizar los patrones de
expresion génica Lehmann y colaboradores en 2016, refinaron su anterior

clasificacion de seis subtipos y los agruparon en solo cuatro:

e Basal 1 (BL1). Se caracteriza por presentar altos niveles de expresion en
genes gue participan en la regulacion del ciclo celular como PIK3CA, CDKB6,
AKT2, KRAS, FGFR1, IGF1R, CCNEL1, y CDKN2A/B, también presentan una
alta tasa en deleciones homocigotas y heterocigotas en genes relacionados
con la reparacion del DNA como BRCA, PTEN, MDM2, RB1 y TP53 (Yin et
al., 2020).

e Basal 2 (BL2). Desregulacion en las vias de sefalizacion EGFR, MET, NGF,
Wnt/B-catenina e IGF-1R y activacion de las vias de la glucdlisis vy
gluconeogénesis (Gerratana et al., 2018; Yin et al., 2020).

e Mesenquimatoso (M). Tiene caracteristicas de tejido similares al sarcoma o
células epiteliales escamosas, con alta expresion de vias relacionados con
la migracion celular, interaccion del receptor-matriz extracelular y
diferenciacion (Wnt, TGF-B) (Yin et al., 2020).

e Receptor de androgenos luminal (LAR). Este subtipo no expresa ER, tiene
activadas vias de sefializacion relacionadas con las hormonas ( metabolismo
de andrégenos/estrogenos y porfirinas, sintesis de esteroides), expresion
alta en el receptor de andrégenos (AR) (Yin et al., 2020).

1.9.2 Clasificacién histolégica del cancer de mama

La agresividad del cancer se puede evaluar analizando la histologia del tumor
descrita por Scarff-Bloom-Richardson. La técnica hace una evaluacién
semicuantitativa de tres caracteristicas morfoldgicas: el porcentaje de formacion de
tubulos, anisocariosis (la variacion del tamafio y la forma del ndcleo entre las
células) y un recuento mitético (divisiones celulares) preciso utilizando un area de

campo definida, para cuantificar, este método se utiliza un sistema de puntuacién
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numerico en donde la calificacion final se determina sumando las puntuaciones
individuales de las tres variables para obtener el grado (G1,G2 o G3), el cual refleja

el potencial de agresividad del cancer de mama (Elston y Ellis, 1991).

1.10 RNAs largos no codificantes

Los RNAs largos no codificantes (IncRNAS) son transcritos en su mayoria por la
RNA polimerasa tipo Il (RNA Pol Il), tienen un tamafio mayor a 200 nucleotidos y
hasta la fecha no hay evidencia de que se traduzcan a proteinas, ya que no cuentan
con marco abierto de lectura, algunos de estos poseen un cap de 7-metilguanosina
(m7G) en el extremo 5’ y una cola poliadenilada (poli A) en el extremo 3’, pueden
estabilizarse mediante el procesamiento de los extremos 3 por una
endoribonucleasa como la RNasa P o mediante la formacién de un cap en el
extremos 5’ por pequefas ribonucleoproteinas nucleares (snoRNP) (Yin et al., 2012;
Wu, Yang y Chen, 2017; Statello et al., 2020).

1.11 Clasificaciébn de RNAs largos no codificantes

Basandose en su posicion gendémica, los RNAs largos no codificantes pueden
clasificarse en: 1) Sentido; se transcriben de la misma cadena y en la misma
direccion que los genes que codifican para proteinas y pueden tener varios exones
e intrones, 2) Antisentido; se transcriben de la cadena opuesta y pueden presentar
numerosos intrones y exones, 3) Intrénico; se transcriben exclusivamente de
intrones de genes que codifican proteinas y se caracterizan porque no tener
secuencias exonicas, 4) Intergénicos; se transcriben entre dos genes que codifican
para proteinas, 5) Bidireccionales; pueden estar asociados a los promotores o a
potenciadores (enhancer) y ambos se transcriben dentro de 1 kb de esta region

(Figura 7) (Hermans-Beijnsberger et al., 2018; Yang et al., 2020).
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Figura 7. Clasificacion de RNAs largos no codificantes conforme a la posicion genémica
donde se transcriben. 1) IncRNAs intergénicos, 2) IncRNAs Bidireccionales; pueden estar
asociados a enhancer o promotores, 3) INCRNAs intrénicos, 4) IncRNAs sentido, 5) IncRNAs
antisentido. Modificada en BioRender de Yang et al., 2020.

1.12 Funcién de los RNAs largos no codificantes en la célula

Los IncRNAs son importantes reguladores en la funcion celular, se sabe que varios
IncRNAs desempefian funciones centrales en procesos biolégicos fundamentales
ya que cuentan con dominios que son capaces de interaccionar con proteinas, RNA
y DNA, lo que los convierte en reguladores muy versétiles dentro de la célula, por lo

tanto, pueden regular procesos celulares a diferentes niveles (Figura 8).

Arquitectura cromosomica. El IncRNA Xist puede unirse al cromosoma X inactivo
(Xi) para su posterior reclutamiento hacia la periferia del nicleo donde Xist puede
asociarse con el receptor de laminina B para silenciar la transcripcion (Chen et al.,
2016).

Interacciones inter e intracromosomicas. El IncRNA Firre se transcribe del
cromosoma X y posee motivos repetidos para la union a proteinas hnRNPU (pueden
unirse a RNA y DNA) que estan unidas a otros cromosomas permitiendo las
interacciones entre cromosomas diferentes (Hacisuleyman et al., 2014). Por otro

lado, existen INcCRNAs que intervienen la formacion de loops de cromatina dentro de
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un cromosoma para acercar a un enhancer y promotor, un ejemplo de esto es
CCAT1-L el cual puede interactuar con CTCF para formar loops enhancer-promotor
en el locus de MYC (Xiang et al., 2014).

Reclutamiento y secuestro de modificadores de la cromatina. Se ha visto que Xist
puede reclutar a componentes del complejo represor Polycomb 2 (PRC2) para la
trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) en todo el cromosoma y dar
lugar a cromatina reprimida; otro ejemplo es el IncRNA HOTAIR, el cual puede
reclutar a PRC2 al locus de HOXD para inhibir su transcripcion, por otro lado, el
IncRNA Mhrt secuestra a Brg1l que forma parte del complejo de remodelacion de la
cromatina SWI/SNF (Zhao et al., 2008; Han et al., 2014).

A nivel transcripcional. Algunos IncRNAs antisentido pueden formar una estructura
R-loop de tres cadenas compuesta por un hibrido DNA-RNA y DNA monocatenario,
un ejemplo de esto es el IncRNA KHPS1 que al transcribirse de la cadena
antisentido forma un R-loop que interactia con la acetiltransferasa de histona
p300/CBP mejorando la accesibilidad a la cromatina y facilita la union de E2F2 para

mejorar la expresion de SPHK1 (Postepska-Igielska et al., 2015).

Cuerpos nucleares o paraspeckles. Son estructuras formadas por RNA y proteinas,
no poseen membrana, pueden moverse en el nicleo y se ha visto que los INncRNAs
son esenciales para su ensamblaje y funcién. Un ejemplo de esto es el InCRNA
NEAT1 el cual forma cuerpos nucleares esferoidales reclutando proteinas como
NONO, SFPQ, FUS y RBM14, generalmente la region media de este INCRNA se
localiza hacia el centro del paraspeckle y la regidon 5 y 3’ se disponen hacia la
periferia; se ha visto que en condiciones de estrés esta estructura esferoidal puede
reprimir la transcripcién secuestrando a SFPQ e impidiendo su union a promotores
de genes relacionados con la inmunidad. Este cuerpo nuclear formado por NEAT1
puede interactuar con el heterodimero NONO-PSF para optimizar el procesamiento
de los pri-miRNAs por el complejo Drosha—DGCRS8 (Hirose et al., 2014; West et al.,
2016; Jiang et al., 2017).

Regulacion en citoplasma. Los IncRNAs exportados al citoplasma pueden regular la

estabilidad de los RNAmM, traduccion e interferir con las modificaciones
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postraduccionales (PTMs). Los INcRNAs poseen sitios complementarios para la
unién de microRNAs y pueden regular la expresion como RNA enddégenos
competitivos o esponjas de miRNAs, esto disminuye la disponibilidad de los miRNAs
para que se unan a sus RNAs blanco, por ejemplo, el IncRNA Cyrano secuestra a
mMiR-7 para evitar su unidn al RNA circular Cdrlas, esto conduce a una degradacion
mas efectiva de miR-7 lo que da como resultado un bajo nivel de este miRNA y una
acumulacion de Cdrlas, conocido por ser un importante regulador neuronal
(Kleaveland et al., 2018); otro ejemplo, es el IncRNA PNUTS que secuestra a miR-
205 evitando que se una a sus RNAm blancos ZEB1y ZEB2, esto causa un aumento
en el nivel de estas proteinas, fomenta la transicidbn epitelio mesenquimal y
promueve la migracion e invasion de células de cancer de mama (Grelet et al.,
2017). Los IncRNAs también pueden secuestrar proteinas de union a RNA que
estan implicadas en la degradacion del RNAm, por ejemplo, el IncRNA NORAD que
secuestra a PUMILIO 1 y 2 (PUM1/2) lo que evita que estos se unan a las 3'UTRs
de los RNAm para su posterior degradacion (Lee et al., 2016). Los IncRNAs pueden
inhibir traduccion de un RNAm, por ejemplo, lincRNA-p21 puede inhibir la traduccién
del RNAm de JUNB y CTNNB1 mediante el emparejamiento de bases y reclutando
al represor transcripcional RCK (Lee et al., 2016). También existen IncRNAs que
pueden regular las PTMs, por ejemplo, el Inc-DC puede unirse al activador
transcripcional STAT3 y promover su fosforilacion, un ejemplo contrario es el
IncRNA NKILA que interactta con IKB interfiriendo su fosforilacion lo que ocasiona
activacion de NF-kB y la supresion de la metastasis del cancer de mama (Wang et
al., 2014; Liu et al., 2015).
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1.13 Mecanismos de vascularizacion en cancer

El sistema circulatorio es fundamental para un suministro constante de nutrientes,
oxigeno, eliminacion de desechos y mantenimiento de la homeostasis en tejidos, en
cancer, la formacion de vasos sanguineos hacia los tumores puede inducirse a

través de diferentes procesos celulares (Figura 9).

Angiogénesis intususceptiva. Es un proceso de angiogénesis de novo poco
estudiado que consiste en formacion de pilares de tejido en el lumen de un vaso
existente, a este pilar se le unen pericitos para dar lugar a dos nuevos vasos, este
mecanismo es inducido por VEGF, PDGF y eritropoyetina (Lugano, Ramachandran
y Dimberg, 2020) (Figura 9a).

Angiogénesis. En este proceso las células endoteliales y los pericitos comienzan a
proliferar y migrar para dar lugar a la formacion de un vaso inmaduro que se origina
a partir de uno preexistente. Este mecanismo es inducido por factores
proangiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento transformante (TGF-31), el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Hanahan y Folkman, 1996;
Stanca Melincovici et al., 2018) (Figura 9b).

Vasculogénesis. Este mecanismo de vascularizacion se caracteriza por que los
tumores secretan citocinas CCL2, CCL5 y CXCL12 para reclutar células madre
provenientes de la médula 6sea o también llamadas células progenitoras
endoteliales (EPC), posteriormente estas células diferencian en células endoteliales
para participar en la formacion y reparacion de vasos para contribuir al crecimiento
del tumoral (Spring et al., 2005; Ahn et al., 2010) (Figura 9c).

Cooptacién de vasos. En este mecanismo no se generan nuevos vasos sanguineos
ya que las células tumorales migran y se asocian a lo largo de los vasos
preexistentes secuestrandolos para alimentar al tumor, este mecanismo se suele
presentar en 6rganos altamente vascularizados como cerebro, pulmén e higado
(Donnem et al., 2013) (Figura 9d).

17



Transdiferenciacion de células tumorales o mimetismo vasculogénico tubular. El
término mimetismo vascular fue propuesto por primera vez en 1999 por Maniotis y
colaboradores en melanoma uveal, a la fecha se han descrito dos tipos de
mimetismo vasculogénico (MV), el tubular y el tipo matriz, en el caso del mimetismo
vascular tubular las células madre cancerosas entran en un proceso de
transdiferenciacion para dar origen a células tumorales con -caracteristicas
endoteliales o que imitan al endotelio y pericitos, se puede saber que un tipo celular
es de origen neoplésico gracias a que albergan mutaciones somaticas similares a

las de las células malignas (Wang et al., 2010) (Figura 9e).

Mimetismo vasculogénico. En este modelo las células tumorales pueden crear
estructuras similares a vasos sanguineos que pueden transportar fluidos, se
caracteriza por no depender de células endoteliales para su formacién, poseen una
matriz rica en glicoproteinas, laminina, proteoglicanos de sulfato de heparina,
colageno IV y VI y estas estructuras tipo canal estdn formadas por células
tumorales, el MV puede ser diagnosticado mediante inmunohistoquimica por una

doble tincién, positiva para PAS y negativa para CD31 (Zhang et al., 2019) (Figura
of).
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vaso en el lumen de uno preexistente. b) Angiogénesis, formacién de vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes. c) Vasculogenesis, células endoteliales progenitoras (EPC)
participan en la formacién de vasos sanguineos hacia el tumor. d) Cooptacion de vasos, las
células tumorales secuestran la vasculatura existente. e-f) Mimetismo vasculogénico tipo
tubular formado por células tumorales con caracteristicas endoteliales y matriz extracelular
cubierta por células tumorales. Modificada de Luo et al., 2020 en BioRender.com.

1.14 Mecanismos en la formacién de mimetismo vasculogénico en tumores

Los modos alternativos de microcirculacion tumoral poseen mecanismos Yy
condiciones complejas para su formacién, por ejemplo:

Transicion epitelio mesenquimal. Es un proceso mediante el cual las células

epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimatoso, esta transiciéon involucra una
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disminucién en la expresion de moléculas de adhesion celular como E-cadherina,
también se caracteriza por el recambio de citoesqueleto de citoqueratina por uno a
base de vimentina, entre los factores de transcripcion asociados a este proceso
destacan ZEB1, ZEB2, Twist, Snail, por otro lado, entre las vias de sefializacién
relacionadas con este proceso destacan la via Wnt, factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) y Notch (Luo et al., 2020).

1.14.1 Microambiente tumoral

Las células madre cancerosas tienen propiedades de autorrenovacion y capacidad
de diferenciarse en una variedad heterogénea de células tumorales, por ejemplo,
células tumorales con caracteristicas similares a las endoteliales para promover la
microcirculacion aberrante, este tipo de células expresan marcadores como CD133,
aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1), USP44, IL6 e IL8, también se ha visto que
algunas de estas células pueden secretar de factores IGFBP 1/2/3, MCP1, IL8, EGF
y VEGF, para estimular crecimiento y renovacion de células madre cancerosas a su
alrededor y promover el proceso de mimetismo vasculogénico (Yao, Ping y Bian,
2011; Sun et al., 2017; Biondani et al., 2018).

Macrofagos asociados a tumores. Los macrofagos son células especializadas en
eliminar microbios y desechos naturales, presentan antigenos al sistema inmunitario
adaptativo y libera citocinas inmunomoduladoras, por un lado, estan los macréfagos
M1 que poseen un fenotipo proinflamatorio y se asocian con la destruccion de
microorganismos, por otro lado, se encuentran los macréfagos M2 gque se asocian
a la supresion inmunitaria, la remodelacién de tejidos y angiogénesis. Los
macréfagos pueden promover la formacion de tumores, crecimiento, invasion,
migracion y la formacién de mimetismo vasculogénico a través de las vias
PGE2/EP1/PKC y secrecion de factores como VEGFA, VEGFC, VEGFD, EGF,
FGF2, quimiocinas (CXCL8, CXCL12, TNFa y MCP-1), semaforina 4D,
adrenomedulina y timidina fosforilasa y pueden secretar metaloproteinasas (MMP-
1, 2, 3,9y 12) para degradar la matriz extracelular (Giraudo et al., 2004; Mantovani
y Sica, 2010; Spiri¢ et al., 2015; Rong et al., 2016; Zang et al., 2017).
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Fibroblastos asociados a tumores. Se caracterizan por la expresion de proteinas
activadas por fibroblastos (FAP), a-SAM, pueden promover la formacién de MV al
secretar TGF-B, SDF1 y mediante la expresion de VE-cadherina, MMP-2 y laminina
5y2 y puede regular este tipo de vascularizacion mediante la sefalizacion de EphA2-
PI3K (Hutchenreuther et al., 2018; Kim et al., 2019).

Hipoxia. ElI microambiente hipdxico es muy comuUn en tumores gracias a que
consumen una gran cantidad de nutrientes y oxigeno para su crecimiento y
proliferacion descontrolada. Se considera que la hipoxia en uno de las factores mas
importantes en el desarrollo del mimetismo vasculogénico ya que los factores de
transcripcion estables en condiciones hipoxicas (HIFs) como HIF-1 pueden regular
la expresion de genes que poseen elementos sensibles a hipoxia (HRES) como
VEGF-A, VEGFR-1, EphA2, Twist, Nodal, COX-2 e indirectamente el cambio de
expresion de VE-cadherina por vimentina para la remodelacion del citoesqueleto
(Gustafsson et al., 2005; Quail et al., 2011; Seftor et al., 2012; Rong et al., 2016).

1.15 Proteinas clave y vias de sefializacion relacionadas con mimetismo

vasculogénico

EphA2. Es un receptor de tirosina cinasa transmembranal miembro de la
superfamilia de receptores de tirosina cinasa que se expresan en tumores altamente
agresivos, su inhibicion se asocia a la disminucién del numero de estructuras tipo
canal y la alta expresion contribuye al crecimiento tumoral y la formacion del
mimetismo vasculogénico. Por otro lado, la via EphA2/VE-cadherina/AKT aumenta
los niveles de expresion de VE-cadherina, metaloproteinasa 2 (MMP-2) y laminina
subunidad 5 y 2 (LAMC2) e induce la invasion tumoral y la formacion de MV
(Maniotis et al., 1999a; R. Liu et al., 2012; Yang et al., 2016).

FAK. Es unatirosina cinasa citoplasmatica que participa en la via AKT e interacciona
con PI3K, cuando es fosforilada por CEACAMG6 puede promover la angiogénesis y
el desarrollo de mimetismo vasculogénico, puede ser desfosforilada por EphA2 y

contribuir a la remodelacién de la matriz en MV. La eliminacién de FAK puede tener
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como consecuencia el dafio al citoesqueleto y la formacion de microfilamentos
necesarios para la formaciéon de MV asimismo a través del eje EphA2/FAK/Paxillin
puede promover la formacién de MV (Seftor et al., 2002; Lu et al., 2013; Delgado-
Bellido et al., 2017).

VE-cadherina. Es una proteina transmembranal dependiente de calcio que regula
la adhesion célula-célula en células endoteliales, cominmente se encuentra con
altos niveles de expresion en células tumorales altamente agresivas, aun no se
conoce del todo el motivo de expresion de VE-cadherina en células no endoteliales,
pero hay evidencia que sugiere que el factor de transcripcion Twistl puede unirse a
Su promotor y promover su expresion. Por otro lado, la expresion de VE-cadherina
se ha relacionado con la activacion de la via Nodal/Notch y de factores inducibles
por hipoxia, ademas, se ha demostrado que puede participar en la formacion de MV
y su eliminacién inhibe la formacion de estas estructuras tipo canal (Topczewska et
al., 2006; Sun et al., 2010; Zhao et al., 2012; Breier et al., 2014; Delgado-Bellido et
al., 2017).

TGF-B. Participa en el crecimiento celular, apoptosis, motilidad e invasion celular,
puede mejorar la transdiferenciacion células madre de cancer e inducir la
polarizacion de células natural killer (NK) y puede hacer que estas secreten VEGF
y PIGF, ademas, la relacion entre Endoglin (ENG) y TGF- puede promover la
neoangiogénesis y el MV (Keskin et al., 2007; Bruno et al., 2013; Cheng et al., 2013)

Twistl/2. Son factores transcripcionales que promueven la transicion epitelio
mesenquima, angiogénesis y la formacién de MV, promoviendo la transcripcion de
VE-cadherina y MMPs, por ejemplo, la via Twist-1/VE-cadherina regulada por
HMGAZ2 promueve la expresion de MMP-2 e induce el MV (Sun et al., 2010; Zhang
et al., 2019).

COX-2. La ciclooxigenasa-2 cataliza la reaccion que convierte el &cido araquidénico
en prostaglandina E2 (PGE2). Esta molécula se une a los receptores de
prostanoides (EP1-4) que activan las vias de sefializacién de la proteina cinasa C
(PKC) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Ambas vias

conducen a una disminucion de la apoptosis y a un aumento de la proliferacion,
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invasion, angiogénesis tumoral, y MV. Ademas, el eje COX-2/PEG2/EP3 regula la
expresion de MMP-2 para formar estructuras vasculares (Maniotis et al., 1999; Basu
et al., 2006; Kirschmann et al., 2012; Qiao et al., 2015).

Metaloproteinasas de la matriz (MMPs). La expresion metaloproteasas de matriz
puede darse por células tumorales o por las células estromales circundantes, las
cuales contribuyen a la remodelacion de la matriz extracelular, transicion epitelio
mesénquima y participan en la liberacién de factores de crecimiento unidos a la
membrana y matriz que promueven la progresion tumoral, la metastasis y la
angiogénesis asociada al tumor, las metaloproteasas que intervienen en el
desarrollo del MV son MMP-1, 2, 9y 13 (Lin et al., 2015; Li et al., 2017; Zhang et
al., 2018).

PI3K. Participa en transmision de sefiales desde la superficie celular hacia el
citoplasma, participa en el desarrollo del mimetismo vasculogénico al regular la
actividad de MMP-14 y MMP-2, lo que a su vez promueve el corte de la cadena de
laminina 5y2 en los fragmentos y2’ e y2, participa en la via AKT regulando los niveles
y la actividad de MMP-9 y contribuyendo a la remodelacion de la matriz extracelular
(Maniotis et al., 1999; Hess et al., 2003; Chiablaem et al., 2014; Wang et al., 2016).

Notch. Es un receptor transmembranal que consta de cuatro isoformas diferentes
(Notch1-4) y cinco posibles ligandos unidos a la membrana, Delta 1,3,4 y Jagged
1,2, son esenciales durante el desarrollo embrionario, el dominio intracelular Notch
se libera en el citoplasma y se importa al nacleo donde regula la expresion génica
de Nodal, ademas, esta via de sefalizacion esta involucrada en desarrollo de redes
vasculares en etapas embrionarias, MV en cancer y transicion epitelio mesénquima
(Vartanian et al., 2012; Jue et al., 2017).

Nodal. Es un miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B), participa en el desarrollo embrionario, regula la plasticidad de las células
tumorales, el fenotipo transendotelial y la formacion de MV al unirse a las proteinas
Cripto-1, ALK 4/5/7 y ACTR-IIB para fosforilar SMAD 2/3 y que este puede
translocarse al nacleo donde regula expresién génica (Strizzi et al., 2009; Khalkhali-
Ellis et al., 2015).
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wnt. La familia de proteinas Wingless (Wnt) estan involucradas en el desarrollo
embrionario, migracion, proliferacion y diferenciacion celular, también participan en
la diferenciacion de células endoteliales, en el desarrollo vascular y angiogénesis.
Ademas, la via Wnt induce transicion epitelio mesénquima al inhibir la actividad de
fosforilacion de la glucégeno sintasa cinasa-3f (GSK-3B) lo que impide la posterior
fosforilacion y degradacion de la B-catenina, lo que ocasiona que ésta se acumule
en el citoplasma y posteriormente sea translocada al nucleo para la activacion de
factores de transcripcion como TCF/LEF. También se ha reportado que esta via
puede regular el mimetismo vasculogénico in vitro en lineas celulares de cancer a
través de eje Wnt5a/ PKCa/ PI3K. Por otro lado, el ligando Wnt3 puede promover la
formacién de estructuras similares a tubos y aumentar los niveles de las proteinas
VEGFR-2 y VE-cadherina involucradas en el proceso de MV (Reis y Liebner, 2013;
Qi et al., 2014; Delgado-Bellido et al., 2017).

24



rina ® TGF-B
VE-Cadhe %..

>

1 @ Hipoxia

-----------------------------

<
= I
N ®

)

Figura 10. Mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo del mimetismo vasculogénico. MMPs; metaloproteinasas, EMT;
transicion epitelio mesenquimal. Modifica de Zhang et al., 2019 en BioRender.com.
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2 ANTECEDENTES PARTICULARES
2.1 Metéstasis y mimetismo vasculogénico en cancer de mama

El mimetismo vasculogénico se ha descrito en varios tipos de tumores agresivos,
en mama, la primera vez que se describid6 un proceso de vascularizacion que
formaba estructuras tipo tubulares que no dependia de la angiogénesis fue en un
modelo de xenoinjerto utilizando células procedentes de cancer de mama
inflamatorio. Dichos tumores se caracterizaron por hacer metastasis hacia el
pulmén, y el estudio histologico del tumor original y xenoinjerto revelaron regiones
con estructuras muy vascularizadas con ausencia de células endoteliales y una

marcada permeacion linfatica en la dermis suprayacente (Shirakawa et al., 2001).

Existe evidencia que indica que el mimetismo vasculogénico puede favorecer la
metastasis, por ejemplo, en un estudio de 1238 pacientes de cancer de mama se
detect6 que el 24 % era positivo para MV, esto se asocié con un mayor tamafio del
tumor (>2 cm), metastasis a ganglios linfaticos, grado 2-3 y una supervivencia
menor que aquellos pacientes sin MV. En otro estudio de 120 muestras con
carcinoma ductal invasivo, se detecté MV el 13.3 % de los tumores, esto se asocio
con metastasis hacia los ganglios linfaticos de la axila, un tamafio del tumor = 3cm,
un estadio tres en grado histoldgico y un mal pronéstico. Estos estudios corroboran
gue el mimetismo vasculogénico se asocia con los tumores de mama mas agresivos
(Shen et al., 2017a; Jafarian et al., 2019).

Otro estudio indica que la heterogeneidad en los tumores de cancer de mama esta
asociada con la activacion del mimetismo vasculogénico y la metastasis a través de
la expresion de los factores anticoagulantes Serpine2 y Slpi, ya que estos podrian
promover el paso de eritrocitos al tumor y la salida de las células tumorales al
torrente sanguineo. Ademas, los tumores de mama altamente invasivos presentan
una alta expresiéon de las metaloproteinasas MMP2 y MMP9 las cuales son piezas
clave en la remodelacion de la matriz extracelular y la formacién de MV (T. J. Liu et
al., 2012; Wagenblast et al., 2015.
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2.2 LncRNAs asociados a metastasis en cancer de mama

Los RNAs largos no codificantes estan estrechamente relacionados con la aparicion
y el desarrollo de varios tipos de cancer, entre ellos el de mama, su expresion
aberrante puede activar o inhibir vias de sefalizacion especificas para promover los

procesos celulares que intervienen en la invasion y metastasis, por ejemplo:

2.3 LncRNAs asociados con la transicion epitelio mesenquimal e invasion

La invasién y la EMT son los primeros pasos para que se lleve a cabo la metastasis
ya que se activan reguladores maestros como SNAI1, TWIST1 y ZEB1 que
confieren rasgos mesenquimales que permiten la invasion, intravasacion y
diseminacion a sitios distantes de las células tumorales (Liu et al., 2021). Existen
IncRNAs con funciones en la invasion y EMT que estan respaldados por
experimentos in vivo, por ejemplo, H19 actda como esponja para miR-200b a/c y
let-7b regulando los niveles de GIT2, CYTH3 y los cambios reversibles entre los
estados epitelial y mesenquimatoso, esto favorece la invasion y metastasis del
tumor primario de mama hacia el pulmon, rifién e higado, lo que sugiere que H19
es importante para el éxito de la metastasis (Zhou et al., 2017). Otro ejemplo, es el
INcRNA-PNUTS que puede inducir la EMT aumentando la expresion de ZEB1/ZEB2
y vimentina (Grelet et al., 2017).

2.4 LncRNAs en la colonizacibn metastasica de cancer de mama

Las células malignas que se desprenden del tumor primario a través de
transformaciones mesenquimales entran al torrente sanguineo (intravasacion),
superan la anoikis durante su circulacion, se extravasan en un sitio distal y
colonizan. Se sabe muy poco sobre el papel de los INcCRNA en los primeros tres
procesos celulares in vivo, se han descrito algunos IncRNA que promueven ciertas
caracteristicas en células metastasicas para colonizar y adaptarse en sitios
distantes. MALATL1 juega un papel en colonizacion metastasica ya que puede
regular el crecimiento tumoral acompafiado de una diferenciacion significativa a
tumores quisticos y una reduccion en la metastasis E-cadherina (apoyando un

fenotipo epitelial), ademas, la ambicion de MALAT modifica la expresion génica y
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cambios en los patrones de corte y empalme de los genes implicados en la
diferenciacion y las vias de sefalizacion protumorigénicas, con esto se favorece la
adhesién celular y pérdida de migracion (Arun et al., 2016). Otro ejemplo, es el
IncRNA HOTAIR que presenta altos niveles de expresion en células MDA-MB-231,
estas células inyectadas en la vena de la cola de ratones dan como resultado una
colonizacion pulmonar, ademas, se observo que este tipo celular in vivo exhibe una

colonizacion y expansion metastasica persistente (Gupta et al., 2010).

2.5 Papel de los INcRNAs en el mimetismo vasculogénico de cancer de mama

El IncRNA TP73-AS1 induce la invasion y migracion de células de cancer de mama
y se ha visto que también participa en el desarrollo del mimetismo vasculogénico
actuando como esponja para miR-490-3p, esto ocasiona una disminucién de la
unién de este miRNA a su blanco TWISTL1, que patrticipa en la EMT y la formacion
de MV (Tao et al., 2018). Otro ejemplo, es el IncRNA HOTAIR que puede regular la
migracion y el mimetismo vasculogénico inducido por hipoxia células de cancer de

mama triple negativo mediante el eje miR-204/FAK (Lozano-Romero et al., 2020).
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3 HIPOTESIS

Los IncRNAs promueven el mimetismo vasculogénico e inducen la metastasis, por
lo tanto, se presentara una expresion diferencial entre biopsias de cancer de mama
metastasicas y no metastasicas, el nUmero de estructuras tipo canal en muestras

metastasicas sera mayor en comparacion con las no metastasicas.

4 JUSTIFICACION

» Existe poca informacion sobre las funciones biologicas de los INcCRNAs
expresados diferencialmente en la metastasis y mimetismo vasculogénico en

cancer de mama de la poblacion mexicana.

» El estudio permitira contribuir al entendimiento del papel que juegan los
IncRNAs en el desarrollo del MV y con ello poder proponer posibles blancos

terapéuticos y potenciales biomarcadores en cancer de mama.
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1. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Identificar RNAs largos no codificantes expresados diferencialmente en
biopsias de tumores mamarios metastasicos y no metastasicos que

presenten mimetismo vasculogénico.

4.1 Obijetivos particulares

1. Analizar in silico redes de correlacion de IncRNAs y RNAm en datos publicos
de pacientes de cancer de mama metastasico y no metastasico que

potencialmente regulen el mimetismo vasculogénico y metastasis.

2. ldentificar el mimetismo vasculogénico en biopsias de cancer de mama

metastasicas y no metastasicas de pacientes mexicanas.

3. Validar la expresion de 10 IncRNAs modulados en las muestras tumorales

gue presentan mimetismo vasculogénico con metéstasis y sin metastasis.

4. ldentificar las rutas de sefalizacion potencialmente moduladas por el
conjunto de IncRNAs desregulados asociadas a metastasis y mimetismo

vasculogénico.
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 Estrategia de busqueda pubMed

Para la busqueda de genes relacionados con la metastasis y mimetismo
vasculogénico se utilizaron las palabras clave: breast cancer, metastasis,
vasculogenic mimicry, INcCRNAs, xenografts, mouse, tumor, tissue, y se utilizaron los
operadores de busqueda “AND” “OR” para combinar los términos de busqueda,
también se utilizé el *(asterisco) para que en la busqueda se incluyeran todas las
posibles variaciones de las palabras clave, incluyendo el plural, se consideraron
solamente articulos experimentales, posteriormente se revisé cada uno de los
articulos para corroborar que haya sido validada la expresion del gen o IncRNA en

tumores o en un modelo de xenoinjerto.

6.2 Andlisis de enriguecimiento GO

Para la clasificacién y asignacion de las funciones génicas de los conjuntos de
genes que se recopilaron de la literatura se us6 ShinyGO v0.75: Gene Ontology
Enrichment Analysis, esta herramienta se alimenta de 72 394 conjuntos de genes
para humanos, incluye conjunto GO, coexpresion, genes especificos de tejido,
factores de transcripcion (TF), genes blanco de microRNAs y bases de datos de
vias. Esta herramienta se basa en términos, donde a cada término GO se le asigna
un identificador Unico numérico (GO:xxx), y un nombre asociado, posteriormente
cada término es incluido dentro de una de las tres ontologias: funciones
moleculares, componentes celulares y procesos bioldgicos. Se recopilaron aquellos
términos bioldgicos que estén relacionados con nuestro grupo de genes y se
establecioé un filtrado con p-value <0.05, ya que el término bioldgico se pone en valor
a partir de una medida estadistica, el p-value indica la importancia de un término
bioldgico con respecto al conjunto de genes analizado, si el resultado es positivo
(proximo a 0), o se trata de un resultado mas relacionado con el azar (valor mas
alejado de 0). Hay que sefialar que FDR se calcula en base al valor nominal de P
de la prueba hipergeométrica, y nos indica qué tan probable es el enriquecimiento

por casualidad. El Fold Enrichment se define como el porcentaje de genes en lista
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gue se ingresa que pertenecen a una via, dividido por el porcentaje correspondiente
en el ruido de fondo. Dicho de otro modo, Fold Enrichment indica cuan
drasticamente los genes de una determinada via estan sobrerrepresentados (Ge et
al., 2020).

6.3 Conjunto de datos y construccion de mapas de calor

Para el analisis de expresion génica se utilizo el conjunto de datos de 1084 muestras
de carcinoma invasivo TCGA, PanCancer Atlas disponible en la base de datos
cBioportal. Para tener un panorama general de cOmo se expresan y se agrupan
estos genes, se utilizé el algoritmo Hierarchical Clustering junto con la medida de
distancia euclidiana y el método general de variacibn minima Ward. Para la
construccion del mapa de calor se utilizé la herramienta Interactive CHM Builder.

6.4 Material bioldgico.

Un total de 10 muestras de tumores fijadas en paraformaldehido (PFA) y embebidas
en parafina con diagndstico de cancer de mama, de las cuales tres de ellas eran
metastasicas y siete no metastasicas, fueron proporcionadas por el hospital regional
de alta especialidad de Ixtapaluca previo consentimiento firmado por las pacientes
y cada muestra cuenta con historial clinico completo, como control de vasculatura
endotelial se utilizo tejido de amigdala. Este proyecto fue aprobado por el comité de
ética e investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad Ixtapaluca (NR-16-
2020).

6.5 Cortes histolégicos

Con un microtomo spencer de rotacion manual se obtuvieron tres cortes de cada
una de las muestras con un grosor de 4 micras y se montaron en laminillas cargadas
con poli-L-lisina, para su posterior tincion inmunohistoquimica, para la extraccion de
RNA se realizaron 4 cortes de 5 micras hasta obtener un total de 20, se colocaron

en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -20 °C.
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6.6 Extraccion de RNA total de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina
(FFPE)

La extraccion se realizd con el kit RNeasy FFPE de QIAGEN siguiendo las
recomendaciones del fabricante, se cuantifico la cantidad y calidad de RNA con un
Bioanalizador Agilent, posteriormente se hizo una electroforesis para verificar la
integridad del RNA obtenido, se cargaron 500 ng de cada muestra en un gel de
agarosa al 1.5 % y se utilizaron tres muestras de RNA provenientes de lineas
celulares para comparar, se dejo correr durante 30 min en buffer TBE.

Posteriormente el gel se observo con un transiluminador.

6.7 Sintesis de cDNA

Se obtuvo cDNA mediante RT-PCR a partir del 500 ng RNA siguiendo las
recomendaciones del protocolo SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System
(Invitrogen™), se combinaron los reactivos conforme la figura 11 en microtubos de
PCR, el cDNA obtenido de la reaccion de sintesis se diluyé con agua libre de
nucleasas hasta una concentracion de 5 ng/pL y se almacené a -20 °C hasta su

uso.
RNA, random primers +dNTPs
65 °C por 5 min
mix cDNA
: . 10X RT buffer
Incubar en hielo durante 1 min 25 mM MgCI2
0.1 MDTT
— - RNase OUT
Adicionar 10 pL de mix cDNA SuperScript Ill RT
Incubar a 25 °C durante 10 min
Sintesis de cDNA Incubar a 50 °C por 50 min
Detener la reaccion Incubar a 85 °C durante 5 min
Remover RNA Afiadir 1 de RNAsa H e incubar

a 37 °C por 20 min

Figura 11. Condiciones y componentes para la sintesis de cDNA
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6.8 Andlisis de la expresion de IncRNAs

Los niveles de expresion de INcRNAs fueron determinados por PCR cuantitativa con
IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), todas las reacciones se realizaron por
triplicado utilizando los reactivos y cantidades mostradas en la tabla 1, se utilizo
como control endégeno a GAPDH, todas las reacciones se cargaron en una placa
de 384 pozos y se colocaron en un termociclador QuantStudio™ 12K Flex Real-time
PCR System (Thermo Fisher Scientific).

Tabla 1. Componentes utilizados en la reaccion de gPCR

Componentes para cada reaccion (rxn) una rxn
2X iQ SYBR Green Supermix 5ul
Forward primer, 10 yM 0.3 ul
Reverse primer, 10 uM 0.3 pl
Templado (10 ng en 2 pl) 2.l
H20 2.4 4l
Volumen final 10 ul
P i W o
5‘ o . @I
aﬁ:luuumwgzb h:éyMwmri > o =,
s oo MG A
(1) Desnaturalizacién (95°¢) Yy (2) Alinemiento de primers (60°C) ej

@ Extension (72°C)

95°C 95°C

72°C 72°C

3min 153eg§ 30 seg 5 305eg§ 2 min

<
w

35 ciclos

Figura 12. Condiciones de la reaccion de gPCR para medir la expresion relativa de INcRNAs
y GAPDH.
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6.9 Inmunohistoquimica

La tincidon inmunohistoquimica se realizé con algunas modificaciones de acuerdo
con el protocolo de (Crosby et al., 2014), para eliminar la parafina de las laminillas
se hicieron dos lavados con Xilol al 100 % durante 10 min. El tejido se rehidrat6é a
concentraciones decrecientes de etanol y en agua, estos pases tuvieron una
duracion de 10 min cada uno. Para la recuperacion de antigeno las laminillas se
colocaron en una jarra coplin la cual contenia buffer de citratos 0.01 M a pH 6.0. El
desenmascaramiento de antigeno se realizé incubando a ebullicién constante las
laminillas en buffer citrato durante 20 min en un horno de microondas. Después de
la incubacion se dejo enfriar durante 20-30 min o hasta alcanzar la temperatura
ambiente (TA). Con el fin de eliminar la actividad de la peroxidasa endogena, los
tejidos fueron incubados a temperatura ambiente durante 30 min con peréxido de
hidrogeno (H202) al 3 % (v/v) diluido en metanol al 50 %. Para evitar la unién
inespecifica del anticuerpo primario se prepard una solucién blogueadora que
contenia PBS 1x pH 7.2, suero de cerdo al 2 % y tritdbn x-100 al 0.5 %(v/v) y se
adiciono a cada laminilla 150 pL de esta solucion y se incub6 durante 30 min a (TA).
Se empled el anticuerpo CD31 (Sigma-Aldrich, HPA004690) en una dilucién 1:200,
se adiciono 100 uL de anticuerpo por laminillay se incub6 a 32 °C durante una hora,
posteriormente se agregaron los ultimos 100 pL y se incub6 a 4 °C durante toda la
noche. Al dia siguiente para eliminar el excedente de anticuerpo se realizaron dos
lavados con PBS-Tween al 0.1 % y dos con PBS 1x de tres min cada uno. El
anticuerpo secundario biotinilado (Genetex) se empled en una dilucion 1:300 y se
incubo a 32 °C durante una hora. Cumplido el tiempo se realizaron tres lavados con
PBS de tres min cada uno, las laminillas se incubaron con un sistema avidina-
biotina-peroxidasa (kit Vecta Stain ABC), en una dilucién 1:150, se adiciono 150 pL
del complejo ABC a cada laminilla y se incubaron a 32 °C durante 30 min. Se
preparé una solucién al 0.04 % de diaminobencidina DAB (SIGMA) en PBS 1x como
cromoégeno y peroxido de hidrogeno al 3 % como sustrato para la enzima
peroxidasa. La reaccion cromogénica se incubo durante 10 min y se detuvo con
agua corriente. Posteriormente las laminillas se incubaron en acido peryadico al 1

% durante 10 min, se enjuagaron con agua destilada y se incubaron en reactivo de
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Schiff durante 10 min, se lavaron las laminillas con agua corriente y se incubaron
con hematoxilina de Harris durante un minuto, Por Uultimo, los tejidos se
deshidrataron con pases sucesivos a concentraciones crecientes de etanol
terminando en xilol al 100 % y se montaron con resina como medio de montaje no

acuoso para microscopia (Entellan).

6.10 Conteo de Microvasculatura

Utilizando un escaner Leica CS2 se digitalizaron todas las laminillas a un aumento
de 20 x y 40 x, de estas imagenes panoramicas tomaron 10 campos representativos
al azar de cada muestra, cada una de las imagenes calibraron en micras y se dividié
en cuadrantes de 13031.93 um?, se seleccionaron 10 cuadrantes al azar y se
contaron todas las estructuras tubulares tipo canal (rosas) y endoteliales (cafés) que
estuvieran dentro de cada cuadrante y aquellas que estuvieran tocando los lados
superior e izquierdo (aunque estén parcialmente fuera), no se contaron las
estructuras tubulares que tocaran el lado derecho e inferir de ningin cuadrante
(Figura 13).

Figura 13. Método de conteo de microvasculatura positiva y negativa para mimetismo
vasculogénico, cuadrantes de 13031.93 um?, la tincion café indica la presencia de células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos, los puntos amarillos son los cuadrantes
de conteo asignados de manera aleatoria.
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6.11 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism 9, se realizo
una prueba t para comparar la microvasculatura e indice de tincion considerando
una distribucion no normal. Para medir la expresion relativa de cada INCRNAs se
empled el método doble delta Ct (2-AACt). Las muestras fueron normalizadas
usando el gen GAPDH. Con los datos obtenidos se usO una prueba de t para
comparar cada una de las muestras no metastasicas con cada una de las
metastasicas y se consideraron como estadisticamente significativos todos los

valores que presentaron un valor de P< 0.05.

7 RESULTADOS

La identificacibn de genes que participan en los procesos de metastasis y
mimetismo vasculogénico que estan validados experimentalmente se llevo a cabo
usando la base de datos de acceso libre pubMed. Como resultado se identificaron
192 genes reportados que participaban en el proceso de metéstasis (Tabla 2) y 132
genes en el desarrollo del mimetismo vasculogénico (Tabla 3).

La ontologia génica (GO) se utilizd para identificar y visualizar las vias y procesos
biolégicos asociados con los conjuntos de genes. El analisis del conjunto de 192
genes relacionados con la metastasis reveld6 un papel predominante de los
siguientes procesos bioldgicos: locomocion, migracion celular, motilidad celular,
localizacion celular, procesos de desarrollo celular, diferenciacion celular, desarrollo
de 6rganos, regulacion de la muerte celular, movimiento de la célula o componente
subcelular, y regulacién de la apoptosis. Con respecto a los términos de
componentes celulares, los productos génicos que estdn enriquecidos
principalmente son los del espacio extracelular, regién extracelular, uniones de
anclaje, adhesion focal, unidon célula-sustrato, matriz extracelular, matriz
extracelular que contiene colageno, unidén celular. El analisis de funciones
moleculares reveld aquellos genes que codifican para proteinas involucrados en

sefales de union a receptores, unidon a enzimas, unién a factores de transcripcion,
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actividad tirosina cinasa del receptor transmembranal, regulacion de funciones
moleculares (incluyen subunidades reguladoras de enzimas), proteinas con
actividad tirosina cinasa, actividad cinasa de receptores transmembranales, Union
a complejos que contienen proteinas, actividad ligando-receptor y activadores del
receptor de sefalizacion. Ademas, el analisis de enriquecimiento de la via mediante
la Enciclopedia de genes y genomas de Kioto KEGG confirmo vias relacionadas con
la metéstasis como los proteoglicanos en cancer (componentes de la ECM), vias en
cancer (invasion de tejido y metéstasis, angiogénesis, evasion de la apoptosis,
proliferacion), lipidos y ateroesclerosis, via de sefalizacion TNF (p-value <0.05)
(Figura 14).
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Tabla 2. Productos génicos involucrados en el desarrollo de la metastasis

Genes Funcién Genes Funcién Genes Funcién Genes Funcién
ADAM9 Interacciones célula-célula, célula-matriz  GDF15 Inhibe la hormona del crecimiento POSTN Unidn y propagacion celular AKAP12 Proteina de anclaje
ADORA2B Receptor de adenosina. GHRL Regulador del crecimiento PPIA Plegamiento de proteinas AKT1 Metabolismo, proliferacion, crecimiento
Reorganizacion del citoesqueleto de
AGR2 Migracion y diferenciacion celular GLI2 Desarrollo embrionario PRRX1 Regulador transcripcional ARHGDIB  actina
AKT1 Proliferacion celular GOLM1 Respuesta celular a la infeccion PRSS50 Actividad treonina endopeptidasa BMP4 Desarrollo embrionario, foliculo piloso
ANXA1 Inflamacién GRK3 Fosforila receptores betaadrenérgicos PTGS2 Respuesta inflamatoria BRMS1 Represor transcripcional
Replicacion, transcripcion, r. de la
APOBEC3G  Desaminasa HMGB1  cromatina PTTG1 Estabilidad cromosdmica CASP8 Cascada de activacién de caspasas
ATF4 Factor de transcripcion HMMR Receptor de acido hialurénico PXN Proteina citoesqueleto CCN2 Proliferacion y diferenciacion
AXL Receptor de tirosina Cinasa HOXB13  Factor de transcripcion RAB22A Endocitosis y el transporte de proteinas Cbh44 Interaccion. cél-cél, adhesion y migracion
BACH1 Regulador transcripcional HOXB7 Factor de transcripcion RAC1 GTPasa asociada a la membrana CD82 Se asocia con CD4 o CD8
BCL2L1 Regulador transcripcional HOXB9 Factor de transcripcion RAF1 Proliferacion, diferenciacion, apoptosis CDH1 Adhesion celular dependientes del calcio
BCL3 Activador transcripcional ID1 Crecimiento, apoptosis y diferenciacion RHOC Adherencias focales y fibras de actina CDH11 Adhesion celular dependientes del calcio
BIRCS Proliferacidn celular y apoptosis IDO1 Homeostasis ROR2 Osteogénesis y formacion de hueso CDH2 Adhesion célula-célula
BSG Progresion del tumoral IGFBP2 Promueve el crecimiento celular RRAS Organizacidn del citoesqueleto de actina CERS2 Cataliza la formacién de ceramida
C5AR1 Receptor inflamatorio 1L32 Respuestas inmunitarias RUNX3 Proliferacién y/o diferenciacidn celular. CLDN1 Permeabilidad de los epitelios
Adhesion celular independiente del
CAV1 Proteina de andamiaje IL5 Diferenciacion de las células B S100A4 Progresion del ciclo celular CLDN4 calcio.
cCL2 Receptor de quimiocinas IL6 Diferenciacion de linfocitos y monocitos. S100P Proliferacion celular CRMP1 Reordenacion del citoesqueleto de actina
Reorganizacion del citoesqueleto de
CCR7 Receptor de quimiocina MIP-3-beta IP6K2 Convierte hexakisfosfato SEMA3E actina DCC Remodelacidn del citoesqueleto
Adhesion, invado podios y degra de la
CD24 Diferenciacién celular ITGA3 matriz SFRP2 Sefializacion de Wnt DLC1 Activadora de GTPasa
CD44 Interaccidn cél-cél, adhesidn y migracion  ITGAS Receptor de fibrilina-1 y adhesion cel. SIX2 Renovacion en la proliferacion de células ~ DRG1 Polimerizacién, microttbulos
CDCP1 Adhesion celular ITGBL1 Integrina beta-tipo 1 SNAI1 Transicion epitelial a mesenquimal GAS1 Supresion del crecimiento
CEACAM6 Adhesion celulary la progresion tumoral  KISS1R Receptor de metastina SNAI2 Represor transcripcional GPC3 Proteoglicano de la superficie celular
CEBPD Activador transcripcional KLF8 Represor y activador transcripcional SOX12 Activador transcripcional GPR68 Sensor de pH osteoblastico
Cinetocoro y la segregacion
CENPF cromosdémica L1CAM Molécula de adhesion celular SOX4 Activador transcripcional GSN Moduladora de actina regulada por calcio
CHD1L Remodelacién de la cromatina LAMB3 Desarrollo embrionario SPINK1 Inhibidor de serina proteasa HUNK Actividad transferasa
CHI3L1 Respuesta inflamatoria LEF1 Factor de transcripcion SPON2 Proteina de adhesion celular ITIHS Supresor de tumores
CLDN9 Adhesion celular LGALS1 Regulacion de la apoptosis y proliferacion SPP1 Interaccion célula-matriz. KDM1A Histona desmetaliza
COL6A1 Proteina de unién celular LGALS3 Migracion de células endoteliales. SRC Respuesta inmune, la adhesion celular KISS1 Adhes cél-matriz, reorga. Citoesqueleto
COMP Integridad estructural LOX Desaminacién oxidativa postraduccional SRGN Procesamiento de MMP2 KISS1R Suprime las metastasis
CSNK2A2 Ciclo celular, la apoptosis y transcripciéon ~ LOXL2 Correpresor de la transcripcion SRPK1 Reguladora del splicing KLF17 Represor de la transcripciéon, TEM
CTSB Tiol proteasa MBD4 Reparacién del ADN TACSTD2  Receptor de factor de crecimiento MAP2K4 Cinasa activada por estrés
CTSz Carboxi-monopeptidasa MCAM Adhesion cel. y en la cohesidn del endotelio TDO2 Dioxigenasa MAP2K6 Proteina cinasa
CXCL1 Actividad quimiotactica MET Receptor de tirosina cinasa TF Proteinas de unidn a hierro MAP2K7 Cinasa activada por estrés
CXCL10 Citocina proinflamatoria MMP1 Metaloproteinasa 1 de la matriz TGFB1 Se asocia con TGF-beta-1 MAPK14 Cinasa Serina/treonina
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CXCL8
CXCR4
E2F1
EIF5A
ELF5
ENAH

ENPP2
ETV4
EZH2
FGFR1
FLOT2
FOSL1
FOXC1
FOXM1
FoxQl
FZD2
GABRA3

Factor quimiotéctico

Migracion celular

Activador transcripcional

Dinamica de la actina y ciclo celular
Activador transcripcional

Proteina asociada a actina

Migracion de células

Activador transcripcional
Proteina del grupo Polycomb
Receptor de superficie celular
Proteina de andamiaje

Accion de los retinoides

Factor transcripcional
Proliferacién celular
Diferenciacion del foliculo piloso.
Receptor de proteinas Wnt.

Inhibidor neuronal

MMP16
MMP9
MTA1
MTA2
MYB
NFATC2

NRP2
NTRK3
PARP1
PCDH7
PDGFRB
PDPN
PELP1
PHGDH
PHIP
PLAUR
PLOD2

Endopeptidasa, degrada matriz extracelular
Protedlisis local de la matriz extracelular
Corregulador transcripcional

Represor y activador de la expresion génica
Activador transcripcional

Promueve la migracion

Superficie celular

Receptor de tirosina quinasa

Reparacién del DNA

Adhesién célula-célula

Receptor de superficie celular

Migracion y adhesion celular

Progresion del ciclo celular

Oxidacion reversible de 3-fosfo-D-glicerato
Proliferacion celular

Activador del plasmindgeno urocinasa

Enlaces de coldgeno intermolecular

TGM2
TNC
TNFSF10
TNK2
TP73
TPO

TRIM28
TWIST1
UBE2N
VAV1
VEGFB
VIM
WASF3
WNT5A
WsB1
YBX1
ZEB2

Cataliza la reticulacién de proteinas
Proteina de la matriz extracelular
Induce apoptosis

Migracion, supervivencia celular
Respuesta apoptotica al dafio del ADN

Producir las hormonas tiroideas
Complejo de remodelacion del
nucleosoma

Regulador transcripcional

Ciclo celular y la diferenciacion
Diferenciacién y / o proliferacidn celular
F. de crecimiento de células endoteliales
Filamentos intermedios cels mesenquimal
Morfologia cel y la organiz. citoesqueleto
Receptores transmembrana
Reconocimiento de sustrato para E3
Represion de la traduccidn, splicing

Inhibidor transcripcional

MED23
MYC
NDRG1
NME1
PEBP1
PTEN

RECK
RRM1
SERPINB5
SMAD7
SRC
TIMP1
TXNIP

Activacion transcripcional

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion

Sintesis de nucledsidos

Inhibe la actividad cinasa de RAF1

Supresor de T. actividad de la fosfatasa

Angiogénesis, activador de wnt7
Biosintesis desoxirribonucleétidas
Crecimiento, la invasion

Antagonista de TGF-beta

Respuesta inmune, la adhesion celular
Inhibidor de metaloproteinasas

Represor transcripcional
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Tabla 3. Productos génicos que participan en el desarrollo del mimetismo vasculogénico

Gen Funcién Gen Funcién Gen Funcién Gen Funcién

TFPI Coagulacién sanguinea FOXP2 Represor transcripcional LGALS1 Apoptosis, proliferacion y diferenciacion COL4Al Componente estructural de la membrana
TFPI2 Remodelacién de la matriz SNAI1 Transicion epitelial a mesenquimal MTDH Promueve el crecimiento JAG1 Destino celular durante la hematopoyesis
PDGFB Proliferacion y migracion SNAI2 Migracion de células SELP Receptor dependiente de Ca (2 +) THBS1 Interacciones de cél- cél, de célula a matriz
TGFB1 Proliferacion, diferenciacion y crecimiento STAT3 Regulador de la respuesta inflamatoria VCAM1 Molécula de adhesion celular, vascular 1 EGFR Receptor tirosina Cinasa

ALDH1A1 Metabolismo del retinol TCF4 Factor de transcripcion PECAM1 Migracion transendotelial MAPK3 Crecimiento, adhesion, supervivencia celular
NODAL Desarrollo embrionario RUNX2 Diferenciacion osteoblastos y morfogénesis TIEL Regulacion de la angiogénesis MAPK1 Crecimiento, adhesion, supervivencia celular
NOTCH1 Receptor de ligandos unidos a la membrana PLAUR Receptor del activador del plasmindgeno TEK Angiogénesis, proliferacion, migracion, adhesion MAP2K1 Crecimiento, adhesion, diferenciacion

YAP1 Regulador transcripcional CDK5 Detencidn y diferenciacion del ciclo celular VEGFC Angiogénesis y el crecimiento de células endoteliales, PRKCA Crecimiento celular

HIF1A Regulador transcripcional maestro FzD2 Receptor de proteinas Wnt NRP1 Regula la angiogénesis inducida por VEGF. SERPINF1  Inhibidor de la angiogénesis

EPAS1 Factor de transcripcion NOTCH2  Receptor de ligandos unidos a la membrana ENG Migracion de células endoteliales TDGF1 Proteina de membrana celular

ZEB1 Represor transcripcional DKK1 Antagoniza la via Wnt CLDN4 Formadora de canales ACVR1B Matriz extracelular

ZEB2 Inhibidor transcripcional NTN1 Polimerizado en microtubulos WT1 Desarrollo y la supervivencia celular TGFBR1 Proliferacion, diferenciacion de céls mesénquima
CXCL8 Factor quimiotéctico EPHA2 Receptor tirosina cinasa uspP44 Regulador negativo de la ubiquitinacion ACVR1C Dif. Celular, crecimiento y la apoptosis
CXCR1 Activacion de neutrofilos LRIG1 Receptores tirosina cinasas SNAI2 Represor transcripcional ACVR2B Cinasa transmembrana

CXCR2 Receptor de interleucina-8 MIF Citocina proinflamatoria VIM Proteina de filamento intermedio SMAD2 Activador la transcripcion

LGALS3 Respuestas inflamatorias MACC1 Promueve la motilidad celular S1PR1 Migracion celular, SMAD3 Crecimiento, migracion

PRKAR1A  Subunidad reguladora cinasas WNT5A Ligando en via Wnt RHOA Organizacion del citoesqueleto NOTCH4 Diferenciacion, proliferacion y apoptosis
DDAH1 Hidroliza N (G) dimetil-L-arginina HMGA2  Regulacion del ciclo celular UBE2C Ubiquitina NOTCH3 Diferenciacidn, proliferacidn y apoptosis
MT-CO2 componente citocromo c oxidasa ROCK1 Citoesqueleto de actina y polaridad celular LGR5 Activa la via de sefializacion Wnt CXCR4 Migracion celular

BCL2 Suprime la apoptosis SEMA4D  Receptor de superficie celular WWOX Supresor de tumores PTGS2 Células endoteliales vasculares

PTGER3 Receptor de prostaglandina E2 LOXL2 Correpresor de la transcripcion PIK3CA Crecimiento, proliferaciéon, motilidad y morfologia PTGER1 Respuesta contractil del musculo liso
CLDN15 Unidn estrecha, permeabilidad del epitelio. CDH5 Adhesion celular POUSF1 Pluripotencia de las células madre embrionarias ROCK2 Adhesion y motilidad celular

TWIST1 Regulador transcripcional. LAMA2 Unidn, migracién y organizacion de las células LAMC2 Desarrollo embrionario RHOC Adherencia focal y fibras de tension de actina
TWIST2 Reprime citocinas proinflamatorias FLT1 Receptor de superficie celular para VEGFA XAF1 Participa en la apoptosis AGGF1 Angiogénesis, proliferacion de céls endoteliales
ALDH1A3  Formacion de acido retinoico KDR Angiogénesis, permeabilidad vascular VEGFA Angiogénesis, Vasculogenesis y crecimiento cels endot MYH9 Reorganizacidn del citoesqueleto

CD24 Diferenciacion celular FLT4 Desarrollo de la red vascular YBX1 Proteina de unién a ADN y RNA BECN1 Maduracién de autofagosomas y endocitosis.
CD44 Receptor de superficie celular MMP1 Remodelacién de la matriz IL6 Diferenciacion final de las células B CDKN2A Ciclo celular, apoptosis

ITGA6 Receptor de laminina MMP2 Vasculatura, angiogénesis, reparacion tisular HSP90AB1  Maduracién, mantenimiento estructural, ATPasa BMP4 Desarrollo embrionario

PROM1 Diferenciacién celular MMP9 Matriz extracelular y en la migracion PTK2 Migracion, adhesion, reorgani. del citoesque de actina CD82 Se asocia con CD4 o CD8

POUSF1 Factor de transcripcion MMP14  Reorganizacion del citoesqueleto IGFBP1 Migracion celular NDRG1 Crecimiento celular y diferenciacién.

SOX2 Factor de transcripcion NOX4 Inhibicién de las fosfatasas IGFBP2 Inhibe las tasas de crecimiento y desarrollo FOXM1 Proliferacion celular

NANOG Regula EMT, proliferacion CD276 Inhibe la lisis celular IGFBP3 Crecimiento, proliferacion celular CTNNB1 Coactivador de factores de transcripcion
MYC Transcripcidn, crecimiento AURKA Progresion del ciclo celular CCL2 Movilizacién de iones de calcio

KLF5 Factor de transcripcion SGCB Componente del complejo sarcoglicano, EGF Estimula el crecimiento
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Figura 14. Andlisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) del conjunto de genes
relacionados con la metastasis. Se presenta los 10 principales términos de GO que estan
significativamente enriquecidos en: procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones
moleculares y KEGG (-log p-value).

En lo que respecta al andlisis de ontologia génica (GO) de los 132 genes
relacionados con el desarrollo del mimetismo vasculogénico se muestra que en los
procesos biolégicos predominan los participan en formacion de estructuras
implicadas en la morfogénesis (como seuddépodos), desarrollo del sistema
circulatorio, desarrollo de tubos, regulacién en el desarrollo, desarrollo vascular,
desarrollo de vasos sanguineos y desarrollo de la migracion y motilidad celular. En
componentes celulares predominan los que participan en la superficie celular,
unién-anclaje, regién extracelular, complejos receptores, adhesién focal, interaccion
célula-sustrato, espacio extracelular, union celular y componentes de la membrana

plasmatica. De las funciones moleculares predominantes en este conjunto de genes
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resaltan las relacionadas con la unién al factor de crecimiento, molécula-receptor,
receptor transmembranal con actividad cinasa, proteinas con actividad cinasa,
union a enzimas, actividad fosfotransferasa, actividad del factor de crecimiento y
union a factores de transcripcion. El analisis en KEGG mostro que las principales en
las que participan estos genes fueron las relacionadas con cancer, proteoglicanos,
microRNAs, adhesion focal, via de sefalizacion AGE-RAGE, pluripotencia de

células madre, PI3K-Akt (p-value <0.05) (Figura 15).
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Figura 15. Andlisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) del conjunto de genes
relacionados con mimetismo vasculogénico. Se presenta los 10 principales términos de GO
gue estan significativamente enriquecidos en los, procesos biolégicos, componentes
celulares, funciones moleculares y KEGG (-log p-value)

Después clasificar los conjuntos de genes por vias de sefializacién se analizé en

namero de genes que codifican para proteinas que se comparten en ambos
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procesos, de esta manera se identificaron 162 que participan en metastasis, 102
que participan en el desarrollo del mimetismo y 30 se comparten en ambos
procesos. Luego se hizo un andlisis GO para detectar el nUmero y los principales
procesos bioldgicos en los que intervienen estos productos génicos en comun
siendo los mas destacados: migracion celular, locomocién, motilidad celular,
movimiento de componentes celulares, desarrollo y respuesta a estimulo (p-value
<0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Los 20 principales términos GO relacionados con los procesos biolégicos en
genes relacionados con metastasis y mimetismo vasculogénico

El conjunto de datos incluye 1087 muestras de carcinoma invasivo, de las cuales
1072 son de mujeres, 12 de hombres (se descartaron), todos los casos fueron

diagnosticados entre los 26 y 90 afos, el conjunto de datos se compone de
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muestras de diferentes grupos étnicos siendo el mas predominante el blanco con
751 y el menos predominante el asiatico con 60. La clasificacion se hizo conforme
al sistema de estadificacion del American Joint Committee on Cancer Metastasis,
de acuerdo con éste 895 muestras pertenecian a MO (no han hecho metéastasis),
162 a MX (no se puede evaluar la diseminacion a distancia), 21 a M1 (se detectaron
metastasis distantes) y 6 a cMO (i+) (células tumorales en la sangre). Estas muestras
incluyen una clasificacion intrinseca (PAM50) en cuatro subtipos: 499 Luminal A,
197 Luminal B, 78 HERZ2, 171 Basal y 139 que no pudieron clasificarse en ninguno
de estos subtipos (Figura 17).

Estadificacion clinica M Subtipo molecular

mm 3895 MO mm 499 Luminal A
162 MX 197 Luminal B
= 21 M . 78 HER2
= 6 cMO (i+) == 171 Basal
Total=1084 139 NA
Total=1084

Figura 17. Estadificacion American Joint Committee on Cancer Metastasis y clasificacion
intrinseca del conjunto de datos provenientes de TCGA PanCancer Atlas 2018.

Expresion relativa de genes relacionados con la metastasis

El mapa de calor elaborado con los 192 genes relacionados metastasis muestra una
region con conjunto de 15 genes que se expresan mas en muestras MO que en
muestras M1, de este grupo de genes destacan: PHIP, CENPF, HMMR, RRM1,
MED23, UBE2N, SRPK1, CDH1, BACH1l, ENAH, PLOD2, FOXM1, MAPK14,
MMP1, SOX4 (Figura 18A). por otro lado, se identificé un grupo de 15 genes que se
transcriben mas en muestras M1, entre estos destacan: E2F1, FOXM1, BIRCS5,
PTTG1, EZH2, CENPF, ATF4, DRG1, PHGDH, YBX1, KDM1A, BMP4, EGF,
BECN1, STAT3 (Figura 18B).
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Data Matrix Distribution
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Figura 18. Mapa de calor generado a partir de datos provenientes de TCGA, PanCancer
Atlas. Se muestra la agrupacion jerarquica de un grupo de RNAm relacionados con la
metastasis y muestras de cancer de mama con y sin metastasis. Cada fila representa a un
RNAm y cada columna una muestra de paciente. La escala de color ilustra el nivel relativo
de expresion: azul; menos expresados, rojo; mas expresados y blanco sin alteracion.
Creado en Interactive Clustered Heat Map Builder.

Una vez que se obtuvieron y se filtraron los datos de expresion de los 132 genes
relacionados con el mimetismo vasculogénico en cancer de mama, se usaron para
construir un agrupamiento jerarquico en donde se marcé con un recuadro verde la
region del mapa que contenia muestras de pacientes con metastasis. En la Figura
19A se presenta el acercamiento de una zona que en su mayoria esta conformada
por genes alta expresion en muestras de cancer MO y que disminuye su expresion
en muestras metastasicas M1, por ejemplo: LOXL2, MMP14, IGFBP3, SNAI1, VIM,
LGALS1, PLAUR, IGFBP1, NANOG, NODAL; en la Figura 19B se observa un
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acercamiento de una zona en donde se puede identificar un cuadrante de 20 genes
expresados en M1 STAT3, PTGER3, BCL2, LRIG1,AGGF1, PRKAR1A, ACVR1B,
SMAD3, MAPK1, PIK3CA, ROCK1, ROCK2, CTNNB1, NOTCH2.

1LOXL2 CLDNIS PTGS2
2MMP14 PTGER1 CD82
3IGFBP3 MYC EPHA2
4SNAIl CDKN2A NOTCHI
5VIM POUSF1 KLFS
6LGALS1 YBXI1 PROM1
7PLAUR NITN1 USP44
8IGFBP1 CD24 ALDHIA3
9NANOG CLDN4 EGFR
10NODAL IL6

Data Matrix Distribution

n=1377 (1.20%)

n =3326 (2.89%)

n = 9969 (8.66%)

n = 20676 (17.96%)
n=29178 (25.34%)
n = 26794 (23.27%)
n=15862 (13.78%)
n = 5602 (4.87%)
n=1631(1.42%)

n =732 (0.64%)

-2.36
-173
1.1
-0.49
0.14
0.76.
1.39;
201
263:

1STAT3  ROCKI
2PTGER3 ROCK2
3BCL2 CTNNB1
4LRIGI  NOTCH2
SAGGF1  YAP1
6PRKARIA CD44
7ACVRIB SGCB
SSMAD3  SMAD2 5
9MAPKI  ACVR2B e
10PIK3CA __ DDAHI s e EE R e N

Figura 19. Agrupamiento jerarquico de la expresion diferencial de 132 genes relacionados
con el mimetismo vasculogénico en una cohorte de pacientes de cancer de mama
provenientes de TCGA (n=1087). Cada fila representa un gen, mientras que cada columna
representa una muestra de paciente. El cuadro de color verde representa muestras
metastasicas. La abundancia relativa de la expresién se correlaciona con la intensidad del
color; azul baja expresion, rojo alta expresion, blanco sin alteracién. Creado en Interactive
Clustered Heat Map Builder.

De los 106 IncRNAs identificados en la literatura (Tabla 4) por su participacion en el
desarrollo de la metastasis en diferentes tipos de cancer, solo se obtuvieron datos
de expresion de 56 de ellos en cancer de mama, con estos datos se elaboré un
mapa de calor en donde se identifico a un grupo de INcCRNAs que se expresan mas
en la mayoria de muestras M0: TUG1, XIST, NORAD, MRPL39, TINCR, AFAP1-
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AS1, CASC2, CASC15, LINC00662, SUMO1P3. Por otro lado, los INcCRNAs que se
expresan en mayor medida en M1 son: AFAP1-AS1, CDKN2B-AS1, MIR4435-2HG,
CASC15, HOTAIR, SLC26A4-AS1, LINC00472, LINC00589, CASC2, SNHG6
(Tabla 5) (Figura 20).

Tabla 4. LncRNAs relacionados con la promocién y desarrollo de la met4stasis en
diferentes tipos de cancer.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

RPL34-DT
AFAP1-AS1
AOC4P
ARHGAP27P1
ARNILA
B3GALT5-AS1
BCAR4
BDNF-AS
BLACAT1
CASC15

CASC2
CCAT2

CDC42EP2
CDKN2B-AS1
CERNAZ2
CPS1-IT1

DANCR
DCST1-AS1

DUXAPS8
DUXAP9
FAM222A-AS1
FER1L4

GAS5
GATA6-AS1
H19

HAGLR
HAND2-AS1

HNF4A-AS1
HOTAIR
HOTTIP
HOXA11-AS
HOXC-AS3
HULC
ID2-AS1
KRT19P3
LINC00115
LINC00261
LINC00472
LINCO0511
LINC00514
LINC00518
LINC00589
LINC00628
LINC00662
LINC00672
LINC0O0673
LINCO0857
LINC01087
LINC01089
LINC01133
LINC01186
LINC01419
LINC01819
LINC01939

LINC02273
LINC02323
LINC-ROR
LINP1
LNCNEF
LNCRNA-ATB
LOXL1-AS1
LUCAT1
MAGI2-AS3
MALAT1
MEG3
MIR210HG
MIR31HG
MIR4435-2HG
MIR503HG
MNX1-AS1
MRPL39
MT1JP
NBAT1
NEAT1
NKILA
NORAD

NRON
PCAT18

PCAT6
PCNAP1
PDCD4-AS1

PHACTR2-AS1
RP1

SATB2-AS1
SCHLAP1
SLC26A4-AS1
SNHG15
SNHG29
SNHG6
SNHG7
SPAAR
SPINT1-AS1
SUMO1P3
THORLNC
TINCR
TMEM238L
TTN-AS1
TTTY15
TUG1
TUSC7
UC.134
UCA1
VIM-AS1
XIST
ZNF649-AS1
ZNF667-AS1
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Figura 20. Agrupamiento jerarquico de la expresion diferencial de IncRNAs relacionados
con la metastasis. Cada fila es un IncRNA, mientras que cada columna representa una
muestra de paciente. MO; muestras no metastasicas, M1; muestras metastasicas. La
abundancia relativa de la expresion se correlaciona con la intensidad del color; azul baja
expresion, rojo alta expresion, blanco sin alteracién. Creado en Interactive Clustered Heat
Map Builder.

Tabla 5. Los 10 principales IncRNAs desregulados en MO y M1 en la cohorte de
pacientes de TCGA.

Alta expresién Baja expresion Alta expresién Baja expresion
IncRNA MO IncRNA MO IncRNA M1 LncRNA M1
1 TUuG1 0.0930 | TUSC7 -2.4296 | AFAP1-AS1 0.4080 | TUSC7 -2.2188
2 XIST 0.0829 | PCNAP1 -1.5173 | CDKN2B-AS1 0.3568 | PCNAP1 -1.4712
3 NORAD 0.0611 |CPS1-IT1 -1.3006 | MIR4435-2HG 0.2495 | CPS1-IT1 -1.3291
4 MRPL39 0.0400 |PHACTR2-AS1  -1.0339 |CASC15 0.2438 | PHACTR2-AS1 -1.1547
5 TINCR 0.0297 | SATB2-AS1 -0.9384 | HOTAIR 0.2185 | SATB2-AS1 -0.9757
6 AFAP1-AS1 0.0231 |HULC -0.8213 | SLC26A4-AS1 0.1644 | TTTY15 -0.8217
7 CASC2 0.0219 |TTTY15 -0.8058 | LINC00472 0.0729 | HULC -0.8125
8 CASC15 0.0061 | LINC00261 -0.7033 | LINC00589 0.0701 | RPL34-DT -0.7840
9 LINC00662 0.0046 |BCAR4 -0.4181 | CASC2 0.0566 | LINC00261 -0.7283
10 SUMO1P3 -0.0003 | LINC00518 -0.3403 | SNHG6 0.0410 | BCAR4 -0.6545
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Con ayuda del motor de busqueda de libre acceso de PubMed se realiz6 una
busqueda exhaustiva los RNAs largos no codificantes que participan en la formacion
del mimetismo vasculogénico en los diferentes tipos de cancer, se encontraron
solamente 20 IncRNAs que participaban en este proceso, la mayoria de ellos has
sido reportados en glioma y solamente TP73-AS1 y HOTAIR estaban relacionados

con el cancer de mama (Tabla 6).

Tabla 6. LncRNAs relacionados con el desarrollo del mimetismo vasculogénico en
diferentes tipos de cancer.

LncRNA Tipo de cancer Referencia
1 AFAP1-AS1 Osteosarcoma (Shi et al., 2019)
2 HCGI15 Glioma (Jing et al., 2020)
3 HOTAIR Céancer de mama TN (Lozano-Romero et al., 2020)
4 HOXA-AS2 Glioma (Gao et al., 2018)
5 HULC Glioma (Yin etal., 2021)
6 LINCO00312 Pulmon (Peng et al., 2018)
7 LINCO00339 Glioma (Guo et al., 2018)
8 LINCO00667 Glioma (Wang et al., 2019)
9 LINCO00707 Glioma (Yu et al.,, 2021)
10 LOXL1-AS1 Glioma (Yietal., 2022)
11 MALAT1 Pulmén, estbmago (Lietal., 2017; Yu et al., 2019)
12 NEAT1 SNSCC Lu y Kang, 2020)
13 NORAD Colorrectal (Zhang et al., 2022)
14 PVT1 Céancer de estomago (Zhao et al., 2020)
15 RSU1P2 Cérvix (Hernandez de la Cruz et al., 2020; Liu et al., 2017)
16 SNHG16 Glioma (Hernandez de la Cruz et al., 2020; Hirschler, 2019)
17 SNHG20 Glioma (X. Lietal., 2019)
18 SNHG5 Glioma (Jing et al., 2020)
19 SNHG7 Cancer colorrectal (Yang Li et al., 2018)
20 TP73-AS1 Cancer de mama TN (Tao et al., 2018)

SNSCC; Carcinoma de Células Escamosas Nasal, TN: Triple Negativo.

Se obtuvieron los datos de expresion de los 20 IncRNAs relacionados con la
formacion de mimetismo vasculogénico, de estos solamente 15 presentaban datos

numeéricos de expresion completos y cinco de ellos (HCG15, HOXA-AS2,
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LINC00707, LOXL1-AS1 y SNHG16) no presentaban ningun dato de expresion en
ninguna muestra de cancer de mama. Los cinco IncRNAs faltantes tienen en comun
que estan reportados en glioma como se puede observar en la tabla 5. Enseguida
se construyé un mapa de calor para esquematizar la variacién en la expresion de
los 15 IncRNAs restantes entre muestras MO y M1. En este agrupamiento se
identifico un conjunto de cinco INcCRNAs que presentan alta expresion en la mayoria
de las muestras MO, que incluyen: AFAP1-AS1, MALAT1, NORAD SNHG7, PVT1.
Por otro lado, se identificd que LINC00667 y NEAT1 se transcriben més en cMO (i+)
en comparacion con MO y M1. Ademas, se observo que un grupo de tres INCRNAs
al parecer mantienen una expresion constante en la mayoria de las muestras
independientemente si es MO, cMO (i+) o M1, estos son: AFAP1-AS1 y HOTAIR
(Figura 21).
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Figura 21. Agrupamiento jerarquico de la expresion diferencial de INcRNAs relacionados
con el mimetismo vasculogénico en una cohorte de pacientes de céncer de mama
provenientes de TCGA (n=1087). El cuadro de color verde representa pacientes M1. La
abundancia relativa del IncRNA en el tejido se correlaciona con la intensidad del color: azul;
baja expresion, rojo; alta expresion, blanco sin alteracion. Creado en Interactive Clustered
Heat Map Builder.
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Para tratar de comprender las funciones y los mecanismos por los cuales estos
IncRNAs intervienen en el desarrollo de la metastasis y mimetismo vasculogénico
se elaboré una red de interaccion INcRNAs-miRNAs-RNAm en tejido de cancer de
mama a partir de datos validados provenientes de interacciones miRNAs-RNAmM y
MIRNAS-INncRNAs anotados en la herramienta miRNet. Utilizando los genes mas
expresados en MO, M1 y IncRNAs relacionados con la metastasis, se obtuvo una
red que estaba compuesta de 39 IncRNA, 40 miRNA y 68 RNAm, en donde 40
mMIiRNAs interactuaban con 19 RNAm, 44 miRNAs interactuaron tanto con RNAm y
IncRNAs y ningin miRNA interactio de forma exclusiva con un IncRNA. Entre los
RNAmM gue presentan un mayor numero de interacciones se encuentran: PTEN (44),
ADAM9 (39), EZH2 (26), NDRG1 (25), SOX4 (24), PARP1 (21), BACH1 (20),
CERS2 (20), CENPF (19) y BIRC5 (17). Los miRNAs tienen mas interacciones con
este grupo de RNAm son: hsa-mir-16-5p (62), hsa-mir-1-3p (58), hsa-mir-34a-5p
(54), hsa-mir-155-5p (48), hsa-let-7b-5p (42), hsa-mir-20a-5p (37), hsa-mir-27a-3p
(36), hsa-mir-15a-5p (35), hsa-mir-17-5p (34), hsa-mir-29b-3p (34). Por otro lado los
INcRNA que tienen mas interacciones son: NEAT1 (106), XIST (99), TUG1 (23),
MALAT1 (22), GAS5 (19), HOTAIR (13), NORAD (13), H19 (12), TTN-AS1 (11),
LINCO00662 (11) (Figura 22).
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Figura 22. Red de interaccion de IncRNAs-miRNAs-RNAm relacionados con la metastasis.
En color rojo estan representados los RNAmM, en verde los miRNAs y en rosa los INcCRNAs.
El tamafo del nodo indica el niUmero de interacciones, el tamafo del nodo indica el nUmero
de interacciones. La gréfica representa los miRNAs con mayor nimero de interacciones
entre RNAmM y IncRNAs. Creado en miRNet 2.0.

Se construy6 una red de interaccion con 15 IncRNAs, 64 RNAmM mas expresados

relacionados con mimetismo vasculogénico, los RNAmM que presentaban un mayor
namero de interacciones son: VEGFA (37), THBS1 (28), NOTCH2 (27), BCL2 (25),
HIF1A (25), MAPK1 (25), NDRG1 (25), MYH9 (24), TCF4 (24), CTNNBL1 (23). Por
otro lado, los microRNAs que tienen mas interacciones con este grupo de RNA son:
hsa-mir-1-3p (53), hsa-mir-16-5p (52), hsa-mir-34a-5p (48), hsa-mir-155-5p (45),
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hsa-mir-20a-5p (38), hsa-let-7b-5p (35), hsa-mir-27a-3p (35), hsa-mir-17-5p (32),
hsa-mir-7-5p (32), hsa-mir-106b-5p (31). Los IncRNAs que tiene un mayor niumero
de interacciones son: NEAT1 (41), MALAT1 (18), PVT1 (17), SNHG16 (14), HOTAIR
(13), SNHG20 (11), LINC00667 (10) (Figura 23).
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Figura 23. Red de interaccion de INcRNAs-miRNAs-RNAm relacionados con el mimetismo
vasculogénico. En color azul se representan a los RNAm, en color verde los miRNAs y en
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representa los miRNAs con mayor numero de interacciones entre RNAmM y IncRNAs.
Creado en miRNet 2.0.
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Caracteristicas clinico-patolégicas de la cohorte de pacientes del Hospital

Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca

Cuatro de las muestras no metastasicas pertenecian a mujeres < 50 afios y tres de
ellas a >50 afios, asimismo, tres muestras metastasicas eran de pacientes <50 y
una >50 afios. Todas las muestras eran negativas para la deteccion del receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) y HER2, por lo que todas son
subtipo basal. En el grupo no metastasico cuatro muestras pertenecian a un estadio
clinico dos y tres a un estadio tres, en el grupo metastasico una muestra se clasificd
en el estadio uno y las tres restantes en estadio clinico tres. Seis de los tumores no
metastasicos se encuentran en grado de tres y uno en grado dos, del grupo

metastasico dos muestras pertenecian al grado dos y dos al grado tres (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patolégicas de las muestras de cancer de mama
incluidas en este estudio

Muestras de tejido
No metastasis Metastasis

Caracteristicas clinicas n=7 n=4
Edad (afios)

<50 4 3
>50 3 1
Receptores hormonales (IHC)

RE

Positivo 0 0
Negativo 0 0
RP

Positivo 0 0
Negativo 0 0
HER

Positivo 0 0
Negativo 0 0
Tipo basal 7 4
Estadio clinico

I 0 0
Il 4 1
1] 3 0
\Y 0 3
Grado tumoral

G1 0 0
G2 1 2
G3 6 2
G4 0 0
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Para examinar presencia de estructuras tipo canal que son caracteristicas del
mimetismo vasculogénico, se realiz6 una doble tincion CD31/PAS, los vasos
sanguineos presentaron un marcaje positivo para CD31 debido a presencia de las
células endoteliales (color café), por otro lado, se presentd una reaccion PAS
positiva en las paredes que rodean las células endoteliales y las estructuras tipo
canal (rosa), como control de tincion se utilizé en tejido altamente vascularizado de
amigdala. Como se puede ver en la columna uno y dos, el anticuerpo para CD31 es
altamente es especifico para la deteccidn de células endoteliales que recubren a los
vasos sanguineos (flechas azules). Las columnas tres y cuatro son imagenes
representativas de las muestras de tejido de mama no metastasico H-1456-20, H-
2261, H-2334-20, H-1997-20, H-1575-20 y H-2133-20; en la columna tres se puede
observar la presencia de estructuras tipo canal negativas para CD31 y positivas
para PAS, ademas, en su interior se puede ver la presencia de eritrocitos (asterisco
rojo) dispuestos en la luz de la estructura, esto indica que estos canales son
funcionales y pueden transportar sangre, por lo tanto existen estructuras tipo canal
caracteristicas del MV (flechas amarillas) en todas las muestras no metastasicas.
Por otra parte, en ciertas regiones de las muestras se encontraron vasos
endoteliales (flechas azules), como se pueden ver en la columna cuatro, los cuales
se caracterizan por ser positivos para CD31(café) y positivos para la tincion con
PAS (rosa) (Figura 24).
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Figura 24. Doble tincion CD31/PAS en cancer de mama no metastasico. La primera y
segunda columna son imagenes representativas del control de tincién en tejido de amigdala
altamente vascularizados, control (+) CD31/PAS, control (-) sin CD31, la tercera columna
corresponde tejido de mama MV (+) con estructuras tubulares con borde rosados (flechas
amarillas) y eritrocitos en su interior (asterisco rojo). La cuarta columna corresponde a
tejidos MV (-) mostrando en color café la tincion de células endoteliales que recubren los
vasos sanguineos (flechas azules).
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Para determinar si existen diferencias significativas entre el nimero de estructuras
tipo canal en muestras de cancer de mama no metastasico, se conté el nimero de
estructuras y se comparé en cada muestra. En general, las muestras presentan un
namero constante de canales y no hubo diferencias significativas entre muestras,
con excepcion de la muestra H-2133-20 que presentd niamero menor en el conteo

de canales (Figura 25A).

Con la finalidad de determinar si existen o no diferencias estadisticas en la tincién
con CD31 entre los campos de las muestras no metastasicas analizadas, se midio
intensidad de tincidon del anticuerpo CD31, se utilizaron como control negativo tejido
de amigdala (sin anticuerpo) y como control positivo tejido de amigdala con
anticuerpo CD31, se observé poca o nula intensidad de CD31 en los campos donde
se presentaban las estructuras tipo canal, por otro lado, en los campos con poca
presencia canales se presentd un mayor indice de tincion para CD31, lo que indica

una mayor numero de vasos sanguineos (Figura 25B).
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Figura 25. A. Conteo de las estructuras tipo canal en muestras de cancer de mama no
metastasico. B. indice de tincion para CD31 en muestras de cancer de mama no
metastasico *p<0.05,**p<0.0003,***p<0.0001,ns; no significativo.
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Metastasis

Las estructuras tipos canal caracteristicas del mimetismo vasculogénico fueron
examinada a partir de muestras metastasicas, como control de tincion se utilizaron
las secciones de tejido de amigdala (Figura 26, columna uno y dos). Como se puede
observar en la Figura 26 se encontraron estructuras tipo canal negativas para el
marcaje con CD31 y positivas a la reaccion de PAS (rosa) en las paredes que
rodeaban estas estructuras, ademas se observaron grupos de eritrocitos en la luz
de estos canales (flechas amarillas columna tres). Los vasos sanguineos fueron
positivos para CD31 (café) y positivos para la reaccion PAS en las paredes que
rodean las células endoteliales (flechas azules columna cuatro) (Figura 26).

Amigdala Tumor

|

)
Control de tincion PAS (+)

5 3 ot

H-2251-20

% Eritrocito Estructura tipo canal ~ Vasos endoteliales

Figura 26. Doble tincion CD31/PAS en muestras de cancer de mama metastésico. La
primera y segunda columna son imégenes representativas de los controles en amigdala,
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control (+) con tincibn con CD31/PAS, control (-) tincion PAS, la tercera columna
corresponde tejido MV (+) con estructuras tubulares, bordes rosados (flechas amarillas) y
eritrocitos en su interior (asterisco rojo). La cuarta columna corresponde a tejidos MV (-)
mostrando en color café la tincion de células endoteliales que recubren los vasos
sanguineos (flechas azules).

Posteriormente, se contd el numero de estructuras tipo canal en muestras
metastasicas y se encontré que el nimero de canales varia significativamente entre
las muestras H-47-20-11, H-2251 y H-848-21, por otro lado, entre las muestras H-
47-20-11 vs H-743-20 y H-2251-20 Vs H-848-21 no se observan diferencias
significativas en el nimero de estructuras tipos canales (Figura 27 A). Se cuantifico
el indice de tinciébn de CD31 en campos que contenian estructuras tipo canal y vasos
sanguineos, se utilizé tejido de amigdala como control y como se puede ver en la
Figura 27 B, en el control negativo y en los canales no se detecté a CD31 mientras

gue en el grupo control positivo y vasos sanguineos fueron positivos a CD31.
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Figura 27. A. Conteo de las estructuras tipo canal en muestras de cancer de mama
metastasico. B. indice de tincion para CD31 en muestras de cancer de mama metastasico
*p<0.05,**p<0.0003,***p<0.0001,ns; no significativo.
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Con lafinalidad de determinar la abundancia de los INcCRNAs en los tejidos de cancer

de mama se realiz6 primeramente la extraccion del RNA Total de las muestras fijada

s en formalina e incluidas en parafina. Cabe mencionar que en algunas muestras

se realizé dos veces el procedimiento de extraccion para obtener aumentar el

rendimiento de RNA. En general se obtuvieron concentracion de que iban desde los

13 a 92 ng/puL de RNA, como se puede ver hay una cantidad muy baja en cuatro

muestras y siete de estas tienen una cantidad aceptable, ademas la mayoria de

ellas poseen proporciones de OD (densidad Optica) 260/280 que oscilaron entre 1.8

y 2.1 lo que indica una buena calidad en la pureza del RNA (Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion del RNA total obtenido a partir de muestras fijadas en formol
e incluidas en parafina.

Tubo Metastasis Subtipo  No. Registro ng/uL  260/280 Volumen Total (ng)
1 Si basal H-743-20-1 92 1.95 36 uL 3312

2 Si basal H-47-20-11 14.4 1.65 36 uL 518.4

3 Si basal H-2251 43.4 2.25 20 uL 868

4 Si basal H-848 69 1.81 17 uL 1173

5 No basal H-1575-20 413.1 2.01 36 uL 14871.6
6 No basal H-1997-20 47.4 1.93 56 uL 2654.4
7 No basal H-1456-20-1 83.3 196 36 uL 2998.8
8 No basal H-2167-19 73 2.11 20 uL 1460

9 No basal H-2261-20 52.9 1.97 20 uL 1058

10 No basal H-2334-20 333 23 20 uL 666

11 No basal H-2133-20 13.4 1.81 40 uL 536
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Como era de esperarse, cuando los extractos se separaron en gel de agarosa se
observd que todas las muestras provenientes de tejido embebido en parafina
muestran unas bandas barridas, lo que indica que el RNA esta fragmentado
comparacion con el RNA extraido de lineas celulares en donde se puede observar

claramente las subunidades 28s, 18s y 5s (Figura 28).

RNA FFPE CM RNA linea celular

1 2 3 4 5 1 2 3

500 ng

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. 1-5. RNA total obtenido a partir de
muestras incluidas en parafina. Los carriles de la derecha 1-3 son de muestras de RNA
provenientes de lineas celulares de pulmén que se utilizaron para comparar la integridad
de RNA total.

Andlisis de expresion de un conjunto de IncRNAs a partir de muestras no

metastasicas y metastasicas que presentan mimetismo vasculogénico

Para corroborar la expresion de IncRNAs en la cohorte de pacientes mexicanas de
cancer de mama no metastasica y metastasica provenientes de muestras FFPE, se
valido la expresion de diez IncRNAs en dos cohortes independientes de tumores de
mama provenientes de la base datos publica GEO, la primera cohorte con niamero
de registro GSE134359 contenia un total de 75 muestras frescas colectadas por la
Fundacion de cancer de mama (FUCAM) en México. Dichos tumores estaban

clasificados en el subtipo molecular pam50, en donde 65 de ellas se clasificaban en
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Luminal A, Luminal B y HER2 y 10 muestras pertenecian al tipo basal. La segunda
cohorte de estudio con numero de serie GSE134359 contiene el transcriptoma
completo de 158 tumores de cancer de mama triple negativos (TNBC), los tumores
de mama prevenian de los archivos FFPE del FUCAM y estaban clasificados

conforme al subtipo Lehmann.

Al comparar los datos de expresion se encontré que los INCcRNAs AFAP1-AS1,
CASC15, LUCAT1, TINCR y LINCO00662 presentaban una alta expresion en las
muestras metastasicas que se usaron en este estudio y en muestras de tumores
frescos, sin embargo, la expresion de estos transcritos no fue significativa en
muestras de tumores provenientes de FFPE (Figura 29 A-E). Por otro lado, HOTAIR
y INcRNA—CDC6 son los genes méas expresados en muestras metastasicas de este
estudio, pero no presentaron cambios en su expresidn estadisticamente
significativos en la cohorte de muestras frescas ni en la cohorte de muestras FFPE
(Figura 29 F,G). Asimismo se determind que no habia diferencias significativas en
la expresion de H19 en muestras no metastasicas y metastasicas, en muestras
frescas ni en muestras FFPE (Figura 29 H), por ultimo no se encontraron diferencias
significativas en la expresién de LINC01087 entre las muestras no metastasicas y
metastasicas, pero curiosamente este transcrito tuvo una baja expresion en
muestras frescas y no se encontraron datos de expresion en muestras FFPE (Figura
29 ). En ninguna de las cohortes de estudio se encontraron datos de expresion de
LINCO0511 (Figura 29). La lista de primers utilizada para la deteccion de los

INcRNAS en este estudio se encuentra en el anexo 1.
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Figura 29. Nivel de expresién de RNAs largos no codificantes en cohortes diferentes de
cancer de mama, el grafico de volcan azul de la columna dos fue construido a partir de
datos de expresion provenientes de una cohorte mexicana donde se emplearon tumores
frescos, el mapa de volcan de la columna tres esta construido con datos de expresion de
muestras de provenientes de FFPE. *p<0.05, **p<0.003,***p<0.0001. ns; no significativo.
Los puntos en gris indican a los transcritos sin significancia estadistica, los puntos azules
indican los transcritos con valor de p significativo, hacia la izquierda con un fold change
negativo (log2 FC <0) se encuentran los transcritos baja expresion, hacia la derecha con
fold change positivo (log2 FC> 0) indica transcritos alta expresion.

Modelo de rutas de sefializacién potencialmente reguladas por el conjunto de

IncRNAs asociados a metastasis y mimetismo vasculogénico

Para entender como este grupo de IncRNAs con alta expresion podrian estar
regulando las vias relacionadas con la metastasis y mimetismo vasculogénico se
utilizé la plataforma de cédigo abierto ENCORI para estudiar las interacciones, RBP-
INcRNA, IncRNA-ceRNA y IncRNA-RNA, cabe sefialar que estas interacciones
RBP-RNA respaldadas por datos derivados CLIP-seq. Se encontré que el IncRNA
AFAP1-AS1 podia interactuar con 12 proteinas de union con RNA (RBPs), podia
competir con 8 RNA por la union de 45 mi RNAs, y podia estabilizar el RNAm de
USP36 y FAM239B. El IncRNA CASC15 podia interactuar con 17 proteinas, no se
encontraron datos de ceRNA, también se encontré que podia participar en la
estabilizacion de 10 RNAmM y un RNAr. El IncRNA LUCAT1 puede unirse a 19 RBPs,
compite con cinco RNAs por la union de 28 miRNAs, y no hay datos que indiquen
que participe como estabilizador de RNAs. Por otra parte, se encontré que el
IncRNA LINC00662 puede unirse a 41 RBPs, éste puede estar compitiendo con 90
RNAmM y con cuatro INcRNAs por la union de 85 miRNAs, participa estabilizando tres
RNAs: el RNAmM de RPS9, dos RNAr el RNA28S5 y RNA18NS. Por ultimo, el INcCRNA
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HOTAIR puede interactuar con 21 RBPs, compite con 74 RNAm, cuatro IncRNAs y

con cuatro RNAs por la unidon de 45 miRNAs (Tabla 9).

Tabla 9. Funcion de las INncRNAs asociados a metastasis y mimetismo
vasculogénico

LMANZ2L (11), PDE3B (11), PTPRD (11), CHDS (10), DNM2 (10),
RABL3 (10), IFT22 (10), RASD1 (10), MFSD9 (10), PPP6R1 (10),
PHAX (10), SFMBT1 (10), E2F1 (10), PDESA (10), HNRNPUL1 (10),
DNAL1 (9), USF1 (9), MAPRE3 (9), NLE1 (9), SLC16A10 (9), HELZ2
(9), TBP (9), IMPDH1 (9), ENPP5 (9), PNPLA2 (8), LYSMD2 (8),
MOCS1 (8), STX16-NPEPL1 (7), FAAP24 (7), LRRC32 (7), GPD1 (7),
HSCB (7), FAMS3A (6), NEKS.

IncRNA RBP ceRNA IncRNA-RNAm
ADAR, DGCRS, DKCL, ELAVLL, | | [ AC007823.1 (3), AC010530.1 (3), AL160290.2 (2), APO00834.2 (2),
AFAP1-AS1 | EWSR1, FBL, FUS, RBM47, AL589740.1 (2). USP36, FAM239B
TAF15, UPFL, WTAP, YTHDCL. | pnam | ZFR (10), KIAAOS9S (11), UBE2B (10).
RBP, ADAR, DDX54, DGCRS, IncRNA GNAI3, CD46, XPO4,
DHX9, ELAVLL, FUS, EDNRB, RCC1,
HNRNPA2B1, HNRNPC, . SNHG3, TPTL, KRAS,
CASCIS | | INRNPM, IGF2BP2, MSI1, Sin datos ALDOA, CNOT10,
RBFOX2, TAF15, TARDBP, RNA18NS
U2AF2, UPF1, YTHDCL. RNAM
ADAR, BUD13, EIF4A3, ELAVLL, | | | AL136164.3 (4)
HNRNPAL, HNRNPC, HNRNPK,
LUCATL | HNRNPU, SF3B4, SRSF1, SRSF3, NCOAL (8), DPPA3 (2), SOD2 (7), NLK (7). Sin datos
SRSF7, SRSFO, TIAL, TRA2A, RNAM
U2AF1, U2AF2, UPF1, YTHDCL.
CSTF2T, DDX54, DGCRS, DHX9, | IncRNA | HSPD1P18 (3), TOLLIP-ASL (4), AC094019.1 (3), AP002387.1 (3).
DICERL, ELAVLL, EWSR1, HSPALB (10), ZNF709 (16), ACO08758.1 (15), ZBTB44 (31), ESYTL
FAM120A, FMRL, FUS, FXRL, (22), PHKAL (20), DIAPH1 (30), WDHD1 (18), NPR3 (26), IL7R (17),
FXR2, HNRNPAL, HNRNPA2B1, SH3BP2 (26), TMEM39B (13), TAF7 (17), FCGRT (12), MYC (13),
HNRNPC, HNRNPD, HNRNPK, TCAIM (30), PAFAH1B2 (24), TSEN15 (21), FAM221A (11), DOTIL
HNRNPM, HNRNPU, (16), ADCY6 (28), CLCN3 (24), EIF2AK3 (18), KIAA1324 (12), UBE2B
HNRNPULL, IGF2BP1, IGF2BP2, (21), PLXNA3 (19), OOEP (5), ETS1 (33), SOX9 (26), PRKD2 (8),
IGF2BP3, KHDRBS1, LIN28B, DHX35 (17), COL4A4 (25), SDHAF2 (16), UBL3 (27), SRPX (12),
METTL3, MOV10, PRPFS, MAMSTR (9), XPOS5 (23), HIRA (17), PMPCB (14),TLLL (25),
LINCo0G62 | RBFOX2, SLTM, SND1, SRSFL, TBC1DS (29), FOXF1 (12), TUFTL (24), MAPK9 (23), ATG13 (23), | RPS9, RNA28SS,
SRSF7, SRSF9, TAF15, TARDBP, | RNAm | VCL(28), CDC25B (22), DUSP (14), RBM23 (20),50X6 (27), RNA18NS,
TRA2A, TROVE2, U2AF1, U2AF2, LYPLA2 (16), CTDSP2 (30), FEZ2 (19), VEGFA (26), USP13 (22),
UPFL. SOD2 (24), TCF3 (24), INTS2 (24), RAB10 (29), THBSL (29),
SHROOM3 (23), SNAP25 (17), C110rfS8 (17), WDR44 (13), SNX11
(22), SLC19A2 (22), AFF3 (28), PTPN12 (18), ACTRS (20), SPCS3
(23), BIRC5 (24), RNF216 (22), GCLC (21), SMARCAS (18), HLTF
(22), KCNK1 (16), TTPAL (31), ERI1 (21), ADGRL2 (23), RAD23B
(28), M6PR (22), AHNAK (21), CRBN (12), WDR37 (31), CLOCK
(33), CD276 (23), MAPK1 (37), PIKFYVE (30), CDC14A (24), MEGF9
(32).
DDX54, DGCRS, EIF4A3, ELAVLL, AC010478.1 (6), ACO07066.2 (6), PCATS (5), LINCO0839 (5),
FBL, FMR1, HNRNPAL, HNRNPC, | IncRNA | ELMO2P1 (4), ATP6V1B1-AS1 (4), DLG5-AS1 (5), AL139156.3 (4).
HNRNPK, MOV10, NOP5S, PURB(19), KMT2A (18), RICTOR (17), DCAF7 (17), CDC42BPA (16),
NUMAL, PTBP1, RANGAP1, PANK3 (16), CRCP (15), E2F2 (15), NAA3O (15), ABCAL (15), CEMIP
RBM10, SRSF1, U2AF2, UPF1, (15), BAHD1 (14), (BRWD3 (14), MYOS5C (14), FAM219B (6), TCN2
YTHDCZ, YTHDF1, ZNF184 (6), CXCL6 (6), HS3ST5 (5), RIMBP2 (5), FIBIN (5), COXSC (4),
CNTNAP3 (4), SYT16 (4), ARLL6 (4).(13), USP14 (13), HDAC4
(13),PAFAH2 (12), TFDP2 (12), TNFRSF1B (12), MED12L (12),
HOTAIR ZNF695 (12), ZNF681 (12), ARL13B (12), FSDIL (12), SLC1A2 (12), | RN7SKP9, RN7SKPSO
RNAm | SRPK2 (12), PPP6R2 (11), COQ10B (11), EIF2AK4 (11), TBX3 (11),
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Para comprender mejor la relacion que tiene el conjunto de genes RBPs y los
IncRNAs con alta expresion que participan en el desarrollo de la metéastasis y
mimetismo vasculogénico se realizdé una ontologia génica GO. Como resultado de
este andlisis se encontré que las funciones moleculares en las que estaban
enriquecidas estas RBPs pertenecian a: unién a RNA, unién a acidos nucleicos,
unién a al 3’'UTR de los RNAm, unién a pre-RNAm, pero la que llama la atencion es
la unibn a DNA telomérico en donde participan HNRNPA2B1 que puede
interaccionar con el INncRNA CASC15 y LINC00662; HNRNPA1 con LUCATI],
LINC00662 y HOTAIR; HNRNPD con LINC00662; por ultimo, UPF1 que interactia
con los cinco IncRNAs (Tabla 8) (Figura 30A). Por otra parte, el analisis de
componentes celulares revel6 que estas RBPs se encuentran en los complejos
ribonucleoproteicos, nucleoplasma, en complejo del splicing, cuerpos nucleares que
consta de 23 RBPs relacionadas con los cinco IncRNAs, otra que llama la atencién

son los cuerpos nucleares que consta de 14 RBPs (Figura 30B).
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Figura 30. Andlisis de ontologia genética GO de proteinas de unién a RNA. Las graficas

muestran los 20 términos mas significativos.
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Para analizar mas a profundidad los procesos moleculares en donde se enriquecian

los genes de ceRNAs que se encontraron relacionados con los cinco IncRNAs

participan en el desarrollo de la metastasis y mimetismo vasculogénico, se realizé

una ontologia génica GO. Entre las funciones moleculares en las que participan

estos genes ceRNA destacan: union a factores de transcripcion, actividad MAP

cinasa, union a modificadores de la histona H3K27me3 y actividad acetiltransferasa

del factor activador de plaquetas (Figura 31).
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Figura 31. Enriquecimiento funcional en términos GO de la categoria “funciones
moleculares” de genes con caracteristicas ceRNA. La grafica muestra los 20 términos mas

significativos y el nimero de genes.
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Posteriormente, se utilizo la base de datos KEGG para hacer un enriquecimiento

funcional por rutas e identificar las principales vias en donde participan este conjunto

de genes que son regulados por los INCRNAs que se encontraron con alta expresion

en este estudio. Entre las vias mas enriquecidas para este conjunto de genes se

encuentran las relacionadas con cancer como era esperado, pero las que llaman la

atencion son las vias relacionadas con la adhesiéon focal, la via de sefalizacion

MAPK, la via de sefializacion de la relaxina y la de FOXO (Figura 32).
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Figura 32. El grafico muestra las 20 vias Kegg mas significativas del conjunto de
genes relacionados con los INcRNAs mas expresados en metastasis y mimetismo

vasculogénico, su p-value y el nimero de genes involucrados.

71



8 Modelo

Con la informacién obtenida de las funciones moleculares y los componentes
celulares (donde se localiza) de las RBPs y las ceRNAs se plante6 un modelo en
donde se sugieren las rutas en donde podrian estar involucrados los INncRNAs con
mas expresion en este estudio, que promueven el desarrollo de la metastasis y

mimetismo vasculogénico (Figura 33).
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Figura 33. Modelo de las funciones por las cuales los INcCcRNA mas expresados podrian estar regulando la metastasis y mimetismo
vasculogénico. Creada en BioRender.com.
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9 DISCUSION

De los aproximados 22,000 genes que en la actualidad se cree que existen en el
genoma humano, existen grupos de genes cuyos productos proteicos y no proteicos
son importantes en el desarrollo de la progresion de la metastasis y el mimetismo
vasculogénico, este trabajo pretende identificar algunos genes clave en estos dos
procesos. Dada la basta cantidad de articulos que se relacionan con metéstasis y
en menor medida sobre el mimetismo vasculogénico, es por eso que en este estudio
se trato de cortar esa brecha y enlistar s6lo aquellos genes que hayan sido validados
en modelos de xenoinjerto o que sean provenientes de trabajos experimentales en
donde usaron muestras tumorales, también se es consciente que no es posible
abarcar en su totalidad el nUmero de genes y rutas relacionadas en estos dos
grandes procesos por eso es compresible que esto sea una pequefia aproximacion
a lo que realmente sucede en estos dos procesos. Esta busqueda dio como
resultado un total de 192 productos génicos validados que participan en la
metéstasis y 132 que promueven el mimetismo en diferentes tipos de cancer, hay
gue sefalar que no se sabe a ciencia cierta cuantos mas participan indirectamente
en el desarrollo de estos procesos asi que este numero puede ser mucho mayor en
la realidad, sin embargo, en estos dos grupos se encontrd6 que 30 de ellos se

comparten entre ambos procesos.

Se encontré que con respecto a los procesos biolégicos estan enriquecidos los
genes relacionados con la locomocién, migracion celular, motilidad y diferenciacién
celular. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Stuelten y cols. en el, 2018
en donde mencionan que uno de los puntos clave para que se lleva a cabo la
metastasis es la motilidad de las células tumorales, ya que contribuye en la ruptura
de la membrana basal, el escape del tumor primario, la migracion de vasos
sanguineos y linfaticos, la intravasacion, la extravasacion, y el movimiento hacia
organos distantes. El espacio celular en donde se localizan la mayoria de estos
productos génicos son: las adhesiones focales, union célula-sustrato, matriz
extracelular y en las uniones celulares, lo cual concuerda con la descripcion de la

metastasis, ya que este proceso requiere cambios del citoesqueleto, interacciones
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de la matriz extracelular, contracciones actina-miosina, desensamble y ensamblaje
de las adhesiones focales (Stuelten, Parent y Montell, 2018). Con respecto a las
funciones moleculares, los genes mas enriquecidos fueron los relacionados con la
union a receptores, enzimas y factores de transcripcion, esto es importante ya que
la mayoria de los pasos bioldgicos moleculares comienzan en el nucleo, donde los
factores de transcripcion estimulan la expresion de multiples genes implicados en
los procesos de la metastasis, un ejemplo de esto es el factor de transcripcion
TWIST que estd relacionado con la transicion epitelio mesénquima y puede
aumentar la migracion intravascular y una extravasacion de manera independiente
de la integrina Bl (Stoletov et al., 2010). Por otro lado, las vias KEGG mas
destacadas fueron las relacionadas con proteoglicanos en cancer y la via de
necrosis tumoral TNF. Los proteoglicanos constan de dos unidades funcionales, un
nacleo de proteinas y largas cadenas de glicosoaminoglicanos unidos
covalentemente y son componentes importantes de la glucocélix, se sabe que la
glucocalix desempefia un papel crucial en las interacciones receptor-ligando en las
células cancerosas y su entorno, lo que permite la migracion, la intravasacion y la
extravasacion, ademas se ha visto que los proteoglicanos también contribuyen a
promover el inserto y colonizacion de células cancerosas y parecen desempefiar un
papel importante en varios aspectos de la progresion del cancer. Un ejemplo de
estos proteoglicanos es CD44, que esta involucrado en la transicion epitelio
mesenquima , ayuda a prevenir el anoikis y participa en la extravasacion, lo que
permite que las células metastasicas lleguen a su sitio distante con éxito (Ahrens et
al., 2020). También se ha visto que las células del microambiente tumoral cémo las
células inmunitarias inflamatorias y los monocitos pueden provocar que las células
cancerosas adquieran un fenotipo migratorio a través de la produccion de citocinas
como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el factor de crecimiento tan
transformante (TGF-B) (Ham et al., 2016).

De los genes relacionados con el desarrollo del mimetismo vasculogénico, se
encontré que estaban enriquecidos los relacionados con la formacién de estructuras
de la morfogénesis (seuddpodos), desarrollo de tubos, desarrollo vascular, de vasos

sanguineos y migracion y motilidad celular, la mayoria de los productos de estos
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genes se lo localizaban en la superficie de la célula, complejos receptores,
adhesiones focales y estaban relacionados con la union de la célula-sustrato y
uniones celulares. Ademas, las principales funciones moleculares asociadas a los
genes relacionados con el mimetismo vasculogénico fueron las asociadas con la
union a factores de crecimiento, receptores transmembranales con actividad cinasa,
unién a enzimas y proteinas con actividad cinasa, las vias mas destacadas son las
relacionadas con las adhesiones focales y la via PI3K-AKT. Se reportado que las
células tumorales que muestran mimetismo vasculogénico pueden proyectar
pseuddpodos agresivos en donde reclutan a MMP-2, MMP-9 y MMP-14 para
degradar el colageno y la matriz extracelular de la membrana basal promoviendo el
MV, la invasién y metastasis. Por otra parte, el proceso de MV también requiere de
la expresion de genes que le permitan reclutar células tumorales para la formacion
de estructuras tipo tubulares, ademas de que puede haber diferentes formas de
angiogénesis en un mismo tumor por lo que crucial la expresion de genes

relacionados con la formacion de nuevos vasos sanguineos (Wei et al., 2021).

Los analisis de enriquecimiento mostraron que existen varias rutas y genes gue se
comparten en ambos procesos por lo que no era descabellado hacer un analisis de
enriquecimiento utilizando los dos conjuntos de genes. Los principales procesos
biolégicos enriquecidos que se encontraron fueron los relacionados con la migracion
celular, locomocion y motilidad celular, que son fundamentales para los cinco pasos
en la progresion de la metastasis y para la formacion del MV (Fares et al., 2020;
Wei et al., 2021).

El analisis expresion diferencial utilizando el conjunto de datos provenientes de
muestras MO y M1 dio como resultado una mayor expresion de muestras M1 de los
genes: E2F1, FOXM1, BIRCS5, PTTG1, EZH2, CENPF, ATF4, DRG1, PHGDH,
YBX1, KDM1A, BMP4, EGF, BECN1, STAT3, PTGER3, BCL2, LRIG1, AGGF1,
PRKAR1A, ACVR1B, SMAD3, MAPK1, PIK3CA, ROCK1l, ROCK2, CTNNBL1,
NOTCH2. Dichos datos concuerdan con las revisiones publicadas a la fecha en

donde se menciona que éstos forman parte de un gran grupo de genes que son
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piezas clave para el inicio y progresion de la metastasis y mimetismo vasculogénico
(Hapach et al., 2019; Zhang et al., 2019; Fares et al., 2020).

En el conjunto de datos de cancer de mama de TCGA se encontr6 que los IncRNAs
relacionados con la metastasis mas expresados fueron: AFAP1-AS1, CDKN2B-
AS1, MIR4435-2HG, CASC15, HOTAIR, SLC26A4-AS1, LINC00472, LINC00589.
Se ha reportado que la alta expresion del IncRNA AFAP1-AS1 pueden promover el
crecimiento, invasion y metastasis en cancer de pulmoén y colorrectal (Han et al.,
2016; Zeng et al., 2016), ademas, estudios recientes han reportado que puede
promover la proliferacion e invasion en células triple negativas y su deteccion en
cancer de mama se asocia a un mal pronéstico (Ma et al., 2019; X. Zhang et al.,
2020). En el caso de CDKN2B-AS1, su expresion esta relacionada con el desarrollo
de la metéastasis en higado, rifidbn y cancer cervical; con respecto al cancer de mama
solo hay un estudio de asociacion de dicho RNA en una poblacion china, donde
mencionan que un SNP de G>A puede aumentar el riesgo de cancer de mama
(Huang et al., 2018; Zhu et al., 2019; Dasgupta et al., 2020; Sun et al., 2022). Se ha
reportado que la inhibicion del IncRNA MIR4435-2HG inactiva la via de sefalizacion
Wnt/B-catenina en cancer de mama (Chen et al., 2021). En lo que respecta al
IncRNA CASC15, solo hay un reporte en donde se menciona que este RNA
puede regular la troncalidad de células madre en cancer de mama (Shen et al.,
2022). En el caso del INncRNA SLC26A4-AS1 se tiene soélo un estudio estadistico en
donde se menciona que su expresion se relaciona con una baja supervivencia (Yi
et al., 2021). La expresion del IncRNA LINC00472 que encontramos en este trabajo
no concuerda con lo reportado en la literatura, ya que se ha visto expresado a la
baja en células y tejidos de cancer de mama TN, y su expresion puede inhibir la
proliferacion, invasion y migracion de células MDA-MB-231 (Shao et al., 2021), esta
variacion en la expresion entre lo reportado y los resultados obtenidos puede
deberse a los cambios en la metilacion de la isla CpG del promotor de este IncRNA
gue podrian estar ocurriendo durante la metastasis (Shen et al., 2015). El IncRNA
LINC00589 también conocido como TSLNC8 se ha visto que puede inhibir la
proliferacion y la transicion de fase G1/S en células de cancer de mama mediante
el eje TSLNC8/miR-214-3p/FOXP2 (Qin et al., 2019).
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Los IncRNAs relacionados con mimetismo vasculogénico mas expresados en la
cohorte de pacientes M1 del TCGA fueron AFAP1-AS1 y HOTAIR. A la fecha solo
hay un estudio en osteosarcoma donde se relaciona al IncRNA AFAP1-AS1 con la
formacién de mimetismo vasculogénico (Shi et al., 2019), por otro lado, el IncRNA
HOTAIR ya ha sido bien caracterizado en el desarrollo de la metastasis y mimetismo

vasculogénico (Ahn et al., 2010; Lozano-Romero et al., 2020).

El mimetismo vasculogénico se ha observado en diferentes tipos de cancer, pero la
relacion que guarda con la metastasis aun no se conoce del todo. En este trabajo
se observd la reaccion que tiene la doble tincion de CD31/PAS en muestras
tumorales de cancer de mama no metastasico y metastasico que presentan
estructuras tipo canal, las cuales son representativas del mimetismo vasculogénico.
Las estructuras tipo canal formadas por células tumorales encontraron en todas las
muestras de cancer de mama de este trabajo fueron positivas para PAS, estos
resultados proporcionan mas evidencia de la importancia del mimetismo
vasculogénico en cancer de mama. Estos datos podrian respaldar la idea de que es
necesaria la formacion de canales de MV para promover la metastasis en tumores
de mama. Ademas, los datos mostraron que hay un mayor nimero de estructuras
tipo canal en muestras metastasicas que en las no metastasicas lo cual puede
deberse a que la formacion de estas estructuras tipos canal estan formadas por
células tumorales, lo que permite que estas puedan desprenderse mas facilmente
e invadir otras partes distantes del cuerpo. Lo anterior, concuerda con un trabajo
proveniente de datos clinicos con 1238 pacientes con cancer de mama en el cual la
tasa de casos de MV fue mayor, especificamente 24 %, y esto se asocié con mayor
tamafio tumoral (> 2 cm), metastasis en ganglios linfaticos, peor grado de
diferenciacion (grados 2 y 3), y una supervivencia general mas corta que aquellos
sin MV, lo que corrobora que esta caracteristica se asocia con tumores de cancer
de mama mas agresivos y peor pronostico (Shen et al., 2017). De manera similar,
otro estudio mostré que los pacientes con cancer de mama con tumores MV-
positivos se relacionaron con un estado ganglionar positivo y un estadio clinico
avanzado, estando la mayoria de los casos de MV en estadios progresivos 2 y 3,

por lo que, nuevamente, se asocié la MV a un peor resultado. Un estudio en donde
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abordan el papel del MV en la progresion del cancer y su valor pronéstico en
diferentes tipos de tumores corrobora que la presencia de MV en las muestras
predice peores resultados de supervivencia de pacientes con cancer (Liu et al.,
2013).

Las muestras de tejido FFPE resultaron en extractos de RNA con concentraciones
aceptables, solo una muestra metastasica fue descartada por que no fue suficiente
para analizar la expresion de los 10 IncRNAs elegidos. Por otra parte, en el gel de
agarosa se observaron bandas poco definidas, lo cual es comun debido al origen
de las muestras ya que se ha reportado que el RNA proveniente de muestras FFPE
esta altamente fragmentado, pero contiene fragmentos mayores o iguales a 200 pb
lo cual es suficiente para hacer ensayos de RT-PCR cuantitativa (Zhang et al.,
2010).

Al analizar la expresion de los 10 IncRNAs en las muestras de pacientes MO y M1
con MV se encontré que solamente los INCRNAs AFAP1-AS1, CASC15, LUCATL1,
TINCR y LINC00662 se encontraban mas expresados en la cohorte de pacientes
M1 de este estudio y en una cohorte de pacientes de tejido fresco TN. Por otro lado,
no se encontrd expresion significativa en ninguna de las muestras de la cohorte
FFPE. Con respecto al IncRNA AFAP1-AS1, se ha reportado que puede promover
la metastasis en otros tipos de cancer, pero alin no hay evidencia que confirme su
papel en la metastasis del cancer de mama ni en MV, solo hay estudio en
osteosarcoma en donde mencionan que este INCRNA puede inducir la EMT lo que
promueve fenotipos tumorales que conducen a la invasion y metastasis (Shi et al.,
2019). Para el IncRNA CASC15 a la fecha no hay reportes que indiquen su
participacion en metastasis de cancer de mama ni en MV. Existe un estudio en
donde reportan que el IncRNA LUCAT1 puede favorecer el desarrollo tumoral y la
metastasis, pero el papel que juega en MV es aun desconocido (Mou y Wang, 2019).
En el caso de TINCR hay un estudio reciente en donde se menciona que este RNA
puede detectarse en suero de pacientes en donde funciona como esponja de miR-
761 y promueve el potencial metastasico de células de cancer de mama TN, pero
su papel en el desarrollo del MV es desconocido (Zhang, Liu y Li, 2021). Del IncRNA
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LINC00662 todavia no existen reportes de su participacion en la metastasis de
cancer de mama, pero si en otros tipos de cancer como: colorrectal, carcinoma de
células escamosas de eséfago y Carcinoma de Células Escamosas Orales (Cheng
et al., 2020; Z. Zhang et al., 2020; Yao et al., 2021); sin embargo, no hay evidencia

en la literatura que sugiera su participacion en MV.

Por otro lado, HOTAIR y IncRNA-CDC6 presentaron una alta expresion en
muestras M1 de este estudio, pero no habia cambios significativos en su expresion
en la cohorte de muestras frescas TN, tampoco en la cohorte de pacientes FFPE.
Se conoce que el IncRNA HOTAIR tiene una alta expresion en diferentes tipos de
cancer incluido el de mama TN, aunque solo hay un trabajo in vitro donde sugieren
su participacion en el desarrollo del MV (Collina et al., 2019; Lozano-Romero et al.,
2020). En el caso del IncRNA—-CDC6 no hay evidencia reportada de su participacion

en la metastasis ni en el MV.

Para tratar de comprender los mecanismos moleculares que regulan la metastasis
y mimetismo vasculogénico se investigaron las interacciones RBP-INCRNA, INncCRNA-
ceRNA y IncRNA-RNAs. Con este propdsito se determiné que los INcRNAs AFAP1-
AS1, CASC15, LUCAT1, LINC00662 y HOTAIR pueden interactuar con las
proteinas que conforman los cuerpos nucleares, por lo que no es descabellado
sugerir que pueden estar cumpliendo un papel importante. A este respecto, se
tienen reportes en los que algunos IncRNAs pueden funcionar como centros o
andamios de cuerpos nucleares como es el caso del IncRNA NEATL1, que participan
en la formacién y mantenimiento de los paraspeckles y se ha visto que el nUmero y
morfologia de estos cuerpos nucleares se relaciona con la expresion de NEAT1.
Los paraspeckles estan formados por mas de 40 proteinas y participan en la
regulacion de multiples genes, por ejemplo, el secuestro de la proteina SFPQ por
NEATL1 en los cuerpos nucleares evita que se una a los promotores de genes
(Hirose et al., 2014), también se ha visto que este NEAT1 en los cuerpos nucleares
puede mejorar el procesamiento de pri-miRNAs (Jiang et al., 2017). Otro ejemplo,
es el IncRNA MALAT1 que también se encuentra en la periferia de los cuerpos
nucleares, este INcCRNA puede regular el splicing de los pre-RNAm uniéndose a las
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proteinas SR (Factores de splicing serina/arginina SR) (Tripathi et al., 2010). Por
todo lo anterior, se postula que este grupo de IncCRNAs encontrados con alta
expresion podrian estar participando en el procesamiento de pri-RNAs, pre-RNAm,
en la formacién de cuerpos nucleares o que podrian simplemente estar
interactuando con estas proteinas porque estan siendo procesados mediante

splicing.

Los IncRNA abundantes presentan varios sitios complementarios para miRNAs y
pueden regular la expresion génica como RNAs enddgenos competitivos o
"esponjas” de miRNA, lo que reduce la disponibilidad de los miRNAs para unirse a
los ARNm. En este estudio se identificaron tres grupos de IncRNAs el primero
conformado por HOTAIR que podria funcionar como esponja de miRNAs para
contribuir con la expresion del regulador de la cromatina CHD5; el segundo grupo
conformado por LUCATL, LINC00662 y HOTAIR podian competir por la union de
miRNAs con un grupo de RNAm que codifican para factores de transcripcion y el
tercero formado por LINC0O0662 que compite con los RNAmM que codifican para

genes relacionados con las adhesiones focales.

Asimismo, se determindé que el IncRNA AFAP1-AS1 puede interactuar con la
proteina Dyskerin, la cual forma parte del complejo de la telomerasa necesario para
el alargamiento de los teldmeros, por lo que se sugiere que este INCRNA podria
darle estabilidad a este complejo. A este respecto existe un precedente de un
INcRNA que puede participar en el mantenimiento de los telomeros, su nombre es
TERRA, éste se transcribe de regiones teloméricas y al interactuar con la proteina
hnRNPA1 puede regular el cambio RPA por POT1 en el DNA de una cadena
(ssDNA), la cual recluta al complejo de telomerasa para el alargamiento de los
telomeros. A demas TERRA puede funcionar como andamio y reclutar a factores
de cromatina para formar heterocromatina en los teldmeros (Deng et al., 2009; Flynn
etal., 2011).

Se encontré que los INcRNAs LUCAT, LINC00662 y HOTAIR podrian estar
actuando como esponjas para miRNAs cuyos blancos son RNAmM que codifican para

proteinas involucradas en la transcripcidén. Hay evidencia de que el IncRNAs LUCAT
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puede estar actuando como un ceRNA que atrapa a miR-7-5p y evita que pueda
regular negativamente al factor de transcripcion SOX2, al mejorar los niveles de
SOX2, también lo hacen la proliferacion, migracion e invasion en células de cancer
de mama (Li et al., 2020). Existen precedentes de la actividad de LINC00662 como
esponja para el miR-320d, esto reduce la disponibilidad de que este miRNA pueda
unirse a uno de sus blancos, el factor de transcripcién en E2F1 en cancer de pulmén
de células no pequefas, esto es importante ya que es el Unico registro de la
actividad de este INcRNA en cancer de mama (Lv et al., 2021).
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10 CONCLUSIONES.

Los resultados del presente estudio permiten concluir lo siguiente

e Se identificaron los genes 192 genes y 106 IncRNAs relacionados con la
metéstasis, 132 genes y 20 IncRNAs relacionados con el mimetismo
vasculogénico en todos los tipos de cancer en la literatura. Ademas, se
analizaron las funciones de estos genes en procesos bioldgicos,
moleculares, localizacion y las vias de sefializacion en las que estan
involucrados, se analizé la expresion de estos genes y INcCRNAs en una
cohorte de pacientes con muestras no metastasica MO y metastasica M1 de
cancer de mama y se construyd una red con los genes y IncRNAs mas
expresados.

e Se determind que todas las muestras tumorales de cancer de mama no
metastasicas MO y metastasicas M1 de este estudio, presentaban mimetismo
vasculogénico y que las muestras metastasicas presentaban una mayor
densidad de estructuras tipo canal.

e Se valido la expresion de 10 IncRNAs relacionados con la metastasis o
mimetismo en las muestras de este estudio, y se comparé con los datos de
dos cohortes independientes, una de tumores frescos y una de tumores
FFPE, ambas de pacientes mexicanas. Se encontré que solo cinco de estos
INcRNAs AFAP1-AS1, CASC15, LUCAT1, TINCR y LINC00662 presentaban
altos niveles de expresion tanto en las muestras de este estudio y en la
cohorte de tumores frescos.

e Mediante la plataforma ENCORI se analizaron las posibles funciones por los
cuales estos INcCRNAs podrian estar regulando las metéstasis y el MV, se
estudiaron las interacciones RBP-INnCRNA, IncRNA-ceRNA y IncRNA-RNA
para formular un modelo, se encontrd6 estos IncCRNAs podrian estar
participando en la regulacion del alargamiento de los telomeros, como RNAs
endogenos competitivos con otros INcCRNAs y RNAm relacionados con la
transcripcion y las adhesiones focales, ademas se postula que podrian estar
regulando la metilacion en la cromatina y a través de su asociacién con

hnRNPU podrian estar participando en la organizacion de la cromatina.
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Anexo 1.

Tabla 10. Caracteristicas de los primers para INncCRNAs

# Nombres Proceso Expresién Tamafio Secuencias Amplicon  T™M
1 AFAP1-AS1 Metéstasis Si Alta 1008 bp 5-AATGGTGGTAGGAGGGAGGA-3 207 60.5
Mimetismo No 5'-CACACAGGGGAATGAAGAGG-3' 60.5
Angiogénesis _ Si
2 CASCi15 Metéstasis Si Alta 1226 bp 5-CACACGCATGGAAAACCCAG-3 140 60.5
Mimetismo No 5-GAGGACCTGAGCTGTAAGCC-3 62.5
Angiogénesis No
3 HOTAIR Metéstasis Si Alta 2421 bp 5-CAGTGGGGAACTCTGACTCG-3' 94 62.5
Mimetismo Si 5-GTGCCTGGTGCTCTCTTACC-3' 62.5
Angiogénesis Si
4 H19 Metéstasis Si Alta 2767 bp 5-TACAACCACTGCACTACCTG-3' 142 58.5
Mimetismo No 5-TGGCCATGAAGATGGAGTCG-3' 60.5
Angiogénesis Si
5 LINC01087 Metéstasis Si Alta 3516 bp 5'- AATTTGCCCAACGTAGATGC-3' 218 64.1
Mimetismo No 5- TTCTTGGAGTGCCATTTTCC-3' 60.1
Angiogénesis No
6 LINC00662 Metéstasis Si Alta 1829 bp 5-CACGCTTCTGAAACTGGTGT-3' 179 58.4
Mimetismo No 5-TGTACAGCCTGGTGACAGAG-3' 60.5
Angiogénesis No
INcRNA—
7 CDC6 Metéstasis Si Alta 1453 bp 5-CTCTGAAATGAACACTACCCAC-3' 214 60.1
Mimetismo No 5'-CCATCAGCCTTCGGACA-3' 58.4
Angiogénesis No
8 LUCAT1 Metéstasis Si Alta 9585 bp 5-ACCAGCTGTCCCTCAGTGTTCT-3' 76 64.2
5'-AGGCCTTTATCCTCGGGTTGCCT-
Mimetismo No 3' 66.6
Angiogénesis _ si
5'-
TGTGGCCCAAACTCAGGGATACAT-
9 TINCR Metéstasis Si Alta 3733bp 3 213 65.2
5.
AGATGACAGTGGCTGGAGTTGTCA-
Mimetismo No 3 65.2
Angiogénesis _ Si
10 LINCO0511 Metastasis Si Alta 1563 bp 5-CAAGCATGAAAACCTCAGCA-3' 107 60.5
Mimetismo No 5'-GGTTTGCACAAGGAGAGAGC-3' 60.5
Angiogénesis No
11 GAPDH 5'-TCAAGGCTGAGAACGGGAAG-3' 117 60.5
5-TGGACTCCACGACGTACTCA-3 60.5
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